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“... Vide de venir siete lobos por una oscura cañada. 
Venían echando suertes cuál entrara a la majada, 
le tocó a una loba vieja patituerta, cana y parda  
que tenía los colmillos como punta de navaja. 
Dio tres vueltas al redil y no pudo sacar nada, 
a la otra vuelta que dio sacó la borrega blanca, 
hija de la oveja churra, nieta de la orejisana, 
la que tenían mis amos para el domingo de Pascua. 
 
_ Aquí mis siete cachorros, aquí, perra trujillana,  
_ aquí perro el de los hierros, a correr la loba parda! 
Si me cobráis la borrega, cenareis leche y hogaza 
y si no me la cobraís cenareis de mi cayada. 
Los perros tras de la loba las uñas se esmigajaban 
siete leguas la corrieron por unas sierras muy agrias. 
Al subir a un cotarrito la loba ya va cansada: 
_ Tomad perros la borrega, sana y buena como estaba..”.   
 
Anónimo 
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En España, la intoxicación del ganado bovino por taninos hidrolizables (TH), 
asociada al consumo de hojas jóvenes de roble (HR; Quercus pyrenaica), es una 
enfermedad frecuente que se presenta repetidamente cada primavera. A este 
respecto, conviene señalar, por una parte, que el consumo de una gran cantidad de 
dichas hojas, y por tanto de TH, por el ganado vacuno se relaciona con la escasez 
de otros recursos alimenticios y, por otra, que los animales más afectados son 
generalmente aquellos con peor estado corporal. Sin embargo, existe un importante 
desconocimiento tanto del efecto de la ingestión de HR con un elevado contenido 
de TH sobre la fermentación ruminal, como proceso determinante del rendimiento 
productivo de los animales, como de la patogenia de la intoxicación. Y tampoco se 
conoce la evolución del valor nutritivo de las HR a lo largo de la estación de 
pastoreo, ni las diferencias en su utilización ruminal dependiendo de la especie que 
las consuma. 
A partir de este planteamiento, la tesis doctoral se estructuró en dos ensayos 
independientes. El primero de ellos, que incluyó tres pruebas experimentales, se 
diseñó con el objetivo de estudiar la respuesta del rumen al consumo de distintas 
cantidades de hojas jóvenes de roble, después de periodos de restricción de 
alimento de diferente intensidad, y el cuadro tóxico que de ello pudiera derivarse. 
En el segundo ensayo se analizó la evolución de la composición química de las HR 
desde mayo hasta octubre, con especial énfasis en los taninos, y su relación con 
otros indicadores del valor nutritivo, de forma comparativa en el ovino y el vacuno. 
En las tres pruebas del Ensayo 1, se utilizaron hojas jóvenes de roble 
recolectadas manualmente en la segunda quincena de mayo, que se conservaron 
congeladas hasta que dieron comienzo los experimentos. En la Prueba I se estudió 
el efecto del consumo de dos cantidades de HR: una moderada y otra elevada, tras 
un periodo de subalimentación no demasiado severa. Para ello, se emplearon 6 
erales de raza parda canulados en el rumen que, tras un periodo de 14 días 
consumiendo ≈5 kg MF de heno de hierba/animal·día, se distribuyeron en tres 
grupos y recibieron las dietas experimentales. Estas incluyeron diariamente ≈1,7 kg 
MF de heno de hierba/eral (14 g MS/kg PV0,75) junto con las siguientes cantidades 
de HR: 0 (grupo control), ≈2,5 kg MF (7 g MS/kg PV0,75; grupo M) y ≈5 kg MF (14 g 
MS/kg PV0,75; grupo A), que se administraron a través de la cánula en dos tomas 
diarias. Transcurridos 14 días, los animales volvieron a recibir ≈5 kg MF de heno de 
hierba/animal·día durante otras 2 semanas.  
Dado que en la Prueba I no se observó ningún signo de intoxicación, en la 
siguiente prueba los animales fueron sometidos a una restricción mucho más 
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severa de alimento (tratando de simular la situación de escasez con la que se 
supone que se encuentran en condiciones naturales cuando consumen tantas HR) 
y a la ingestión de una cantidad de HR mucho más elevada. Así, se utilizaron otros 
6 erales canulados en el rumen y distribuidos en dos grupos experimentales, control 
y E. Tras un periodo de adaptación similar al de la Prueba I (≈5 kg heno/animal·día; 
14 días), se les sometió a una severa restricción de alimento durante 8 días (4 kg 
heno/eral durante 2 días, 3 kg durante 1 día, 2 kg durante 4 días y 1 día de ayuno). 
A continuación, el grupo control recibió aprox. 3,6 kg MF de heno/eral·día (35 g 
MS/kg PV0,75) mientras que el grupo E recibió ≈10 kg MF de HR/eral·día (35 g 
MS/kg PV0,75). Las HR se administraron repartidas equitativamente en cinco tomas 
diarias, con un intervalo aprox. de 3 horas entre ellas. Después de sólo tres días, 
los erales mostraron un cuadro agudo de intoxicación, por lo cual se interrumpió la 
administración de las hojas y, tras 4 días más con la dieta del periodo de 
adaptación, los animales tuvieron que ser sacrificados.  
A partir de lo observado hasta aquí, se planteó una tercera prueba, 
dosificando nuevamente la misma cantidad de HR que en el tratamiento A de la 
Prueba I, pero añadiendo una restricción drástica de alimento, como en la Prueba II. 
El objetivo fue estudiar la importancia de la subalimentación previa sobre la 
instauración y el desarrollo de la intoxicación y sobre la utilización ruminal de la 
dieta. Para ello, se utilizaron 3 erales que, tras ser sometidos a los mismos periodos 
de adaptación y restricción severa de alimento de la Prueba II, recibieron 
diariamente ≈1,7 kg de heno de hierba + ≈5 kg de hojas frescas por animal. Esta 
dieta experimental se administró únicamente durante 6 días, ya que dos animales 
mostraron signos clínicos de intoxicación, tras los cuales todos los erales pasaron a 
recibir la misma dieta ofrecida en el periodo de adaptación durante 12 días más, 
hasta que fueron sacrificados mediante eutanasia.  
A lo largo de las tres pruebas experimentales, se emplearon diversas 
metodologías, in vivo, in situ e in vitro, para estudiar el proceso de fermentación 
ruminal y, de forma complementaria, algunos indicadores biopatológicos. En las 
pruebas in vivo, se recogieron muestras de fluido ruminal a distintos tiempos para 
analizar parámetros representativos de la actividad fermentativa (pH y 
concentraciones de amoniaco y AGV). Mediante la técnica de las bolsas de nailon, 
se llevaron a cabo incubaciones in situ de los dos componentes de las dietas 
experimentales (i. e., heno de hierba y HR) para estimar la desaparición de MS 
(DMS) tras 24 horas de incubación y, en las Pruebas I y II, se estudió la 
fermentación ruminal in vitro mediante cultivos discontinuos de microorganismos 
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ruminales y la técnica de producción de gas. Por último, se realizó un seguimiento 
clínico diario en el que se registraron todas las alteraciones y se recogieron 
muestras de sangre y orina en las que se evaluaron parámetros hematológicos 
(creatinina y urea) y urinarios (urea y proteína) indicativos de la función renal.  
Los resultados relativos a la fermentación ruminal (i. e., concentración de 
amoniaco y AGV y DMS del heno y las HR) sugieren que la mayoría de las 
alteraciones digestivas se debieron principalmente a la subnutrición sufrida por los 
erales, ya que casi el total de los efectos negativos observados desparecieron en 
cuanto los animales fueron realimentados, exceptuando en aquellos erales que se 
intoxicaron. Así, en la Prueba I, en la que no se registró ningún signo de 
intoxicación, la caída de la concentración ruminal de amoniaco en los erales que 
recibieron las HR (P<0,05) se restableció una vez que cesó su administración y los 
animales recibieron de nuevo heno de hierba. Además, el hecho de que algunos 
parámetros se recuperasen aún cuando la administración de las HR no había 
finalizado (e. g., DMS del heno) sugiere una posible adaptación de la microbiota 
ruminal al consumo de estos compuestos secundarios y, por tanto, una mejor 
utilización de la dieta. Por el contrario, en los animales intoxicados (grupo E de la 
Prueba II y erales 2 y 3 de la Prueba III) se observó una reducción de la DMS 
(P<0,05), así como un incremento anormal de la concentración de amoniaco 
(P<0,05) que fue paralela a las de creatinina y urea plasmáticas, lo cual indicaría 
que su origen no es atribuible al metabolismo proteico ruminal sino a la uremia 
sufrida por estos animales.  
En el estudio de la fermentación ruminal in vitro, el efecto negativo de los 
taninos sobre parámetros como los ritmos (c y AFR), la DMS y la degradabilidad 
efectiva (P<0,001) o la producción neta de AGV (P<0,05), únicamente se observó 
en las incubaciones del heno de hierba con inóculo ruminal procedente de los 
erales que consumieron estos compuestos fenólicos. Por el contrario, los resultados 
fueron los opuestos cuando se incubaron las HR. Así, en los erales que recibieron 
2,5 y 5 kg diarios de hojas frescas de roble (i. e., grupos M y A de la Prueba I) el 
ritmo y la extensión de la degradación de estas, así como la producción neta de 
AGV, fueron más elevados (P<0,001), siendo el incremento mayor cuanto mayor 
fue la cantidad de HR administrada. Esto, posiblemente, reflejara una adaptación de 
la microbiota ruminal que les permitió contrarrestar el efecto de los taninos. Sin 
embargo, en la Prueba II, parece probable que el consumo de 10 kg diarios de HR 
durante un periodo de administración tan breve (3 días) no permitiese el desarrollo 
de mecanismos de adaptación por parte de los microorganismos y se sobrepasara 
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su capacidad para resistir o destoxificar los taninos, ya que no se observó ninguna 
mejora. De forma similar a lo registrado in vivo, las concentraciones de amoniaco 
fueron menores (P<0,001) en todas las incubaciones realizadas con inóculo de los 
erales que consumieron el roble, incluso con la dosis más baja, así como de 
aquellos AGV minoritarios (“otros”; P<0,001) que se originan a partir de la 
desaminación de ciertos aminoácidos.  
Con respecto a la intoxicación, los resultados pusieron de manifiesto que la 
cantidad de hojas de roble consumida, aunque fue importante, tuvo una menor 
influencia en el desarrollo de las intoxicaciones que la subalimentación sufrida 
previamente. Esto se reflejó en que, aunque el consumo diario de ≈5 kg de HR tras 
una ligera subalimentación (Prueba I) no resultó tóxico, la misma cantidad 
precedida de una severa restricción de alimento sí lo fue (Prueba III). En dicha 
Prueba III, de forma análoga a lo que ocurre en condiciones prácticas de 
explotación, se observó una gran variabilidad individual. Los animales intoxicados (i. 
e., grupo E de la Prueba II y erales 2 y 3 de la Prueba III) mostraron alteraciones 
renales y digestivas similares a las descritas previamente en este tipo de 
intoxicaciones.  
Para cumplir el objetivo del segundo ensayo, durante una estación de 
pastoreo (desde mayo hasta octubre) se recogieron mensualmente hojas de 
Quercus pyrenaica para analizar su composición química, incluidos sus contenidos 
de fenoles (totales y simples) y de taninos (totales e hidrolizables). Así mismo, se 
estudió la evolución de su fermentación ruminal in vitro, de forma comparativa en el 
ganado vacuno y el ovino, mediante la técnica in vitro de producción de gas, 
utilizando como inóculo el fluido ruminal recogido de 3 erales y 3 ovejas 
alimentados con heno de hierba. Además, como método complementario al análisis 
químico, la diferencia en la producción de gas a 24 horas (G24) en incubaciones 
llevadas a cabo en ausencia o presencia de polietilenglicol (PEG), un polímero 
sintético con una gran afinidad por los taninos, a los que puede unirse e inactivar, 
se utilizó para estimar la actividad biológica de estos polifenoles. 
La evolución de la composición química de las HR mostró un patrón de 
variación característico del avance del estado de madurez de las plantas, es decir, 
una reducción de la PB y la MO (P<0,001) y un incremento de los constituyentes de 
la pared celular (P<0,001). Con respecto a los taninos, resultó notable no solo su 
elevadísimo contenido medio en mayo (234 g/kg MS; expresados en equivalentes 
de ácido tánico), sino también la acusada caída ocurrida en junio (de aprox. un 48% 
en taninos totales y galotaninos y un 26% en elagitaninos) y de nuevo, aunque en 
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menor medida, en octubre (P<0,001). No obstante, estas modificaciones no se 
reflejaron en la actividad biológica de los taninos ya que el incremento proporcional 
de G24 en presencia de PEG resultó similar entre mayo y agosto, lo que podría 
sugerir que la evolución de las propiedades bioquímicas de los taninos o de la 
relación condensados/hidrolizables de las HR condicionaron su efecto sobre la 
fermentación ruminal. 
En este sentido, es interesante señalar que el efecto de los taninos fue muy 
irregular y muy difícil de interpretar, debido posiblemente a la interacción de sus 
variaciones (no solo en el contenido, sino también en la estructura química) con las 
del resto de componentes de las hojas. Así, por ejemplo, en mayo, coincidiendo con 
la máxima concentración de estos compuestos fenólicos, el ritmo medio de 
fermentación mostró uno de los valores más bajos, lo que podría estar relacionado 
con la especial sensibilidad de los ritmos a la acción de los taninos, pero su valor no 
fue significativamente diferente del observado en julio o en octubre, lo que impide 
tal interpretación. En cambio, la degradabilidad efectiva de las HR fue máxima en 
este mes (es decir, en mayo; P<0,001), a pesar de su elevado contenido de 
taninos, lo que sugeriría que otras fracciones, como la PB o los hidratos de carbono 
fácilmente fermentables, tuvieron una mayor influencia sobre la utilización ruminal 
de las hojas.  
Por otro lado, a pesar de las escasas variaciones de la composición química 
de las hojas entre junio y septiembre, se observó un incremento general de varios 
indicadores de la fermentación ruminal (DE, AFR, concentración de amoniaco y 
producción neta de ácidos propiónico y butírico; P<0,001) que quizás podría 
responder a un incremento de la relación condensados/hidrolizables y a una 
consiguiente menor actividad biológica de estos compuestos, relacionados ambos 
con las modificaciones derivadas del proceso de senescencia. También resulta 
destacable la diferente e irregular evolución a lo largo de la estación de pastoreo de 
la producción acumulada de gas (A) y la DMS120 y, por lo tanto, del factor de 
partición, lo que no permitió interpretar la acción de los taninos sobre la distribución 
de los nutrientes disponibles en el rumen.  
Los resultados del estudio comparativo entre el vacuno y el ovino apuntaron 
hacia una mejor utilización digestiva de las HR por parte de las ovejas, tal y como 
reflejaron parámetros de la fermentación ruminal in vitro como la A, la DMS120 o la 
degradabilidad efectiva (P<0,01), lo que indicaría, como ya se ha señalado en 
trabajos previos, una mayor susceptibilidad de los erales al efecto de estos 
polifenoles. Debido a la enorme variabilidad observada entre los inóculos dentro de 
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cada especie, otros indicadores de la fermentación ruminal (e. g., el ritmo medio de 
fermentación o el lag) mostraron valores solo numéricamente diferentes (i. e., no de 
forma significativa), a favor de las ovejas. Las producciones netas de AGV y sus 
evoluciones a lo largo de la estación de pastoreo fueron distintas en el ovino y el 
vacuno, pero las diferencias no se inclinaron favorablemente hacia ninguna de las 
dos especies, lo que coincidiría con la disparidad señalada en la bibliografía 
respecto al efecto de los taninos sobre los AGV. Como implicación final, cabría 
señalar que la aparentemente mejor utilización ruminal de las HR por parte del 
ovino podría permitir plantearse la introducción de esta especie como una 
alternativa al ganado vacuno en el aprovechamiento de las zonas de robledal. No 
obstante, este sería únicamente un primer paso y se precisarían muchos otros 
estudios antes de poder realizar esta recomendación a nivel práctico. 
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Una extensa superficie de nuestro país está ocupada por áreas catalogadas 
como desfavorecidas (e. g., zonas de montaña) cuyo único aprovechamiento es 
mediante el pastoreo, tal y como se venía haciendo durante siglos, hasta que esta 
práctica fue desapareciendo como consecuencia del abandono rural. La 
recuperación de los sistemas ganaderos extensivos, que permiten la utilización de 
estas zonas desfavorecidas mediante el pastoreo, es una de las principales 
medidas correctoras propuesta por la PAC (Política Agraria Común) ante los 
excedentes de producción y un ejemplo de equilibrio entre la conservación y la 
explotación de recursos naturales (Serrano, 2002; Montserrat, 2007). Tales 
sistemas, debido a su estrecha vinculación al territorio, son considerablemente 
dependientes de las condiciones climáticas y ecológicas y se caracterizan por el 
uso de razas autóctonas bien adaptadas al medio (Sierra et al., 1998). 
La alimentación de la ganadería extensiva en regiones como la montaña 
oriental leonesa se basa en el uso de los puertos de montaña en la época estival y 
las zonas bajas en el invierno, siendo la primavera uno de los periodos más críticos 
ya que los animales deben mantenerse en zonas de monte abierto, caracterizadas 
por una importante presencia de robles (Junta de Castilla y León, 2008). En 
determinadas situaciones, por ejemplo cuando la disponibilidad de pasto es muy 
escasa, los animales se ven obligados a consumir una gran cantidad de hojas de 
roble (Yeruham et al., 1998). De acuerdo con la literatura científica, las hojas 
jóvenes de roble presentan un elevado contenido de taninos hidrolizables (TH; 
Salminen et al., 2004) que parecen ser los responsables de las intoxicaciones que 
sufre el ganado, las cuales pueden llegar a suponer importantes pérdidas 
económicas para las ganaderías (Spier et al., 1987).  
El término tanino se emplea para definir un conjunto muy heterogéneo de 
compuestos secundarios de las plantas, conocidos desde hace siglos. Basándose 
en su estructura química, tradicionalmente se han clasificado en dos grandes 
grupos, condensados e hidrolizables (McLeod, 1974, Swain, 1977; Kumar y 
Vaithiyanathan, 1990). Los taninos condensados (TC) son polímeros de flavonoles 
que no son susceptibles de ser hidrolizados debido a los enlaces C-C que 
presentan. Por su parte, los taninos hidrolizables son polialcoholes constituidos por 
un glúcido cuyos grupos hidroxilo se encuentran esterificados con el ácido gálico o 
el ácido hexahidroxifénico, dando lugar a los denominados galotaninos y 
elagitaninos, respectivamente (Khanbabaee y Van Ree, 2001). Los taninos se 
encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, principalmente en 
especies leñosas (Swain, 1977; Harborne, 1998; Aerts et al., 1999a), y aunque los 
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TH poseen una menor distribución en la naturaleza que los TC, están presentes en 
muchas especies consumidas por los rumiantes (Mole, 1993; Hernes y Hedges, 
2004).  
Numerosas especies del género Quercus se caracterizan por su elevado 
contenido de taninos, particularmente de TH (Scalbert y Haslam, 1987; Makkar et 
al., 1988b; Salminen et al., 2004), aunque su concentración posiblemente no sea 
constante. De hecho, se sabe que esta puede variar considerablemente por 
factores climáticos, geofísicos, bióticos o por el estado de madurez de los tejidos 
(Makkar y Singh, 1991a; Vanhaelen et al., 1991). Además, es preciso matizar que 
uno de los principales problemas asociados a su estudio, sobre todo al de los TH, 
es su cuantificación química de una forma precisa, ya que no existe una 
metodología aceptada de forma universal, al igual que sucede con los TC, pero de 
una manera aún más acusada (Mueller-Harvey, 2001). 
Por otra parte, el efecto de los taninos puede ser muy variable en función de 
la especie que los consuma. Muchos rumiantes ingieren habitualmente plantas con 
un elevado contenido de taninos, situación a la que se han adaptado mediante el 
desarrollo de diversos mecanismos que contribuyen a contrarrestar o anular los 
efectos potencialmente negativos de estos compuestos fenólicos (Mole et al., 1990; 
McArthur et al., 1991; O’Donovan y Brooker, 2001). Así, especies como los cérvidos 
se caracterizan por la producción de proteínas salivares ricas en el aminoácido 
prolina (PRP) que muestran una elevada afinidad por los taninos, con los que 
pueden formar complejos estables a lo largo de todo el tracto digestivo y excretarse 
en las heces sin disociarse (Austin et al., 1989). Otros rumiantes como los bovinos, 
más adaptados al consumo de especies herbáceas (Hofmann, 1989), apenas 
poseen PRP ni capacidad para inducir su formación y son muy susceptibles a la 
presencia de taninos en la dieta. Por otro lado, especies como la caprina, muy 
tolerantes a los taninos pero que no se caracterizan por secretar de forma 
específica PRP, deben poseer otros tipos de mecanismos, entre los cuales, 
seguramente, se encuentre la adaptación de la microbiota ruminal y su capacidad 
para tolerar o destoxificar estos polifenoles (Nelson et al., 1998; Barman y Rai, 
2008). 
Aunque, como se ha mencionado previamente, los TH están presentes en 
numerosas especies consumidas por los rumiantes, la información sobre la 
respuesta del rumen es todavía muy escasa. En ocasiones, se ha observado que 
un aumento progresivo de la ingestión de compuestos secundarios por los 
rumiantes incrementa su tolerancia hacia dichos compuestos (Domínguez-Bello, 
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1996; Duncan et al., 1997). En el caso concreto de los TH, se sabe que existen 
ciertas bacterias ruminales capaces de degradarlos, pero se desconoce si esto 
puede resultar finalmente beneficioso o perjudicial para el animal, ya que los 
principales responsables de la intoxicación son precisamente algunos metabolitos 
de la degradación de este tipo de taninos (Murdiati et al., 1992). Por tanto, no está 
claro si la adaptación de la microbiota ruminal al consumo de TH y su posterior 
degradación supone un mecanismo de defensa frente a la intoxicación de los 
animales o si, por el contrario, esto contribuye a agravar el proceso.  
Los TC se han estudiado mucho más en profundidad que los TH y por ello, 
el conocimiento de sus efectos nutricionales es más amplio. En el caso de los TH, 
la primera duda sobre su acción radica en la posibilidad de que, al ser degradados 
en el rumen, se puedan anular sus consecuencias sobre la fermentación ruminal y 
la digestibilidad de la dieta. En este sentido, mientras que algunos trabajos han 
puesto de manifiesto una repercusión de los TH similar a la de los TC (Porter y 
Woodruffe, 1984; Frutos et al., 2000; Hervás et al., 2000), otros autores han 
señalado justamente lo contrario (Foley et al., 1999) y, además, es esencial 
recordar que distintos tipos de TH podrían provocar diferentes efectos.  
En lo que se refiere a las intoxicaciones por taninos hidrolizables, asociadas 
al consumo de hojas de roble, estas son bastante frecuentes en el bovino, 
provocando, en ocasiones, elevadas tasas de mortalidad (Spier et al., 1987). 
Concretamente en España, la intoxicación por el consumo de hojas jóvenes de 
roble se presenta anualmente en primavera (Mazzuchelli et al., 2000), tal y como ha 
constatado el Servicio de Diagnóstico de la Facultad de Veterinaria de la 
Universidad de León.  
La mayor parte de los casos naturales de intoxicación por TH recogidos en la 
literatura científica se han relacionado con situaciones críticas (e. g., grandes 
nevadas tardías) en las que los animales se enfrentan a la escasez de otros 
recursos alimenticios (Spier et al., 1987; Yeruham et al., 1998), pero en todos ellos 
se desconoce la cantidad real de TH ingerida. Otra constante de todos los trabajos 
que describen este proceso tóxico es la ausencia de información sobre los estadios 
iniciales de la intoxicación, debido a que se basan en casos naturales y en fases 
muy avanzadas de la enfermedad (Spier et al., 1987; Yeruham et al., 1998; 
Mazzuchelli et al., 2000). Además, se ha registrado una importante variabilidad 
individual en la respuesta de los animales aunque, debido a los numerosos 
interrogantes que aún presenta esta enfermedad, no es posible determinar si esto 
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se corresponde realmente con una diferente respuesta al consumo de hojas 
jóvenes de roble o con los distintos estadios del proceso tóxico.  
Por lo tanto, en función de todo lo expuesto, es probable que un mayor 
conocimiento del efecto del consumo de hojas jóvenes de roble por el ganado 
vacuno, a nivel nutricional (mediante el estudio de la fermentación ruminal, como 
proceso esencial en el rendimiento productivo de los animales) y patológico, 
contribuyera a mejorar el control y posterior aprovechamiento silvopastoral de las 
áreas de montaña y, por ende, el mantenimiento de los sistemas de explotación 
extensivos, como uno de los pilares fundamentales del desarrollo sostenible.  
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II.1. DENOMINACIÓN, CLASIFICACIÓN Y PROPIEDADES DE LOS 
TANINOS 
II.1.1. Los compuestos secundarios de las plantas 
Las relaciones ecológicas entre las plantas superiores y los animales son 
fundamentales y de vital importancia. Los vegetales, al ser sésiles, no disponen de 
las técnicas de huida propias de los animales, lo que ha provocado que desarrollen 
sus propios mecanismos de defensa tanto mecánicos como químicos, siendo estos 
últimos los más extendidos (Pianka, 1982; Wink, 1988). Tales defensas de 
naturaleza química engloban una serie de sustancias denominadas compuestos 
secundarios y producidos por el metabolismo secundario del vegetal (Fitter y Hay, 
1987; Howe y Westley, 1988). 
Una planta puede desarrollar una sustancia química secundaria que disuada 
a la mayoría de los depredadores; pero si un herbívoro determinado es capaz, a su 
vez, de desarrollar un medio fisiológico para hacer frente a tal sustancia, puede 
obtener un suministro alimentario no disputado (Pianka, 1982). 
Los taninos, principales protagonistas de esta tesis doctoral, se agrupan 
dentro de este gran conjunto de metabolitos vegetales denominados compuestos 
secundarios. Por lo tanto, una breve descripción de la naturaleza, significado y 
propiedades de los compuestos secundarios facilitará la comprensión del papel que 
los taninos juegan en la nutrición de los rumiantes. 
El concepto de compuesto secundario fue acuñado en 1891 por Kossel 
(Bourgaud et al., 2001), que lo definió como un grupo de metabolitos secundarios 
en contraposición a los metabolitos primarios de las plantas. Inicialmente, los 
compuestos secundarios se describieron como un grupo de sustancias sin función 
que se originaban como productos finales del metabolismo de las plantas, que se 
almacenaban o eliminaban por diferentes mecanismos (Mothes, 1955).  
Actualmente, se recogen innumerables trabajos que han evidenciado el 
importante papel que los compuestos secundarios juegan en la adaptación de las 
plantas a su medio, resultando indispensables en la defensa de las plantas frente a 
competidores, predadores y patógenos (Forbes, et al., 1995; Bañuelos et al., 2004) 
ya que contribuyen en gran parte a la supervivencia y reproducción del vegetal 
(Peipp et al., 1997; Bourgaud et al., 2001; Pritchard y Amthor, 2005). De hecho, se 
conocen más de 100.000 compuestos secundarios (Goossens et al., 2003; Gachon 
et al., 2005). 
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El desarrollo de técnicas analíticas tales como la cromatografía y los 
avances en el ámbito de la biología molecular han permitido profundizar en el 
estudio de estos metabolitos (Bourgaud et al., 2001; Grundhöfer et al., 2001).  
En la actualidad, bajo el término de compuesto secundario se define un 
conjunto de moléculas químicamente muy diversas e involucradas en la adaptación 
de las plantas a su medio pero que no forman parte de las rutas bioquímicas 
primarias del crecimiento y desarrollo de las células vegetales (Reed et al., 2000; 
Horwath, 2007; Papanastasis et al., 2008). A diferencia de los productos del 
metabolismo primario, los compuestos secundarios, salvo excepciones (e. g., los 
oxalatos), no aparecen en el citoplasma de todas las células de la planta (Ramos et 
al., 1998; Frutos et al., 2001).  
La producción de compuestos secundarios por parte de la planta requiere el 
uso de determinados recursos en términos de carbono y energía que ésta deja de 
utilizar en otras funciones tales como su propio crecimiento (Pritchard y Amthor, 
2005; Thompson, 2005). Estos recursos suponen un alto coste para la planta, lo 
que refuerza la teoría de que dicha inversión debe tener consecuencias 
fundamentales para los vegetales (Scalbert y Haslam, 1987; Thompson, 2005). 
Habitualmente, los compuestos secundarios suelen agruparse según las 
sustancias químicas que los constituyen: compuestos fenólicos (e. g., taninos, 
fitoestrógenos, cumarinas), toxinas nitrogenadas (e. g., alcaloides, aminoácidos 
tóxicos, inhibidores de las proteasas), terpenoides (e. g., lactonas sesquiterpénicas, 
glicósidos cardiotónicos, saponinas), hidrocarburos poliacetilénicos, oxalatos, etc. 
(Ramos et al., 1998). 
Los efectos producidos por los compuestos secundarios en los animales 
pueden ser también utilizados como un parámetro de clasificación (McArthur et al., 
1991), de modo que Reed (1998), en función de dichos efectos, los clasificó en:  
▪ Compuestos tóxicos que se encuentran en las plantas en bajas 
concentraciones y tienen una repercusión fisiopatológica cuando se absorben, 
tales como alteraciones neurológicas, fallos reproductivos o efectos tóxicos 
que pueden incluso conducir a la muerte (e. g., alcaloides, aminoácidos 
tóxicos, etc.). 
▪ Compuestos no tóxicos a bajas concentraciones que se caracterizan por 
reducir la digestibilidad y la palatabilidad de las plantas. El principal lugar 
donde actúan es el tracto digestivo o a través de órganos sensoriales 
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asociados al comportamiento alimentario (e. g., taninos, terpenoides volátiles, 
etc.). 
 
II.1.2. Definición de taninos 
El término tanino se emplea para definir un grupo muy heterogéneo de 
compuestos secundarios presentes en las plantas, de diverso aunque siempre 
elevado peso molecular y complejidad variable (Makkar, 2003). Debido a la 
heterogeneidad de las sustancias que integran este grupo de metabolitos, resulta 
complejo definirlos químicamente con precisión. Sin embargo, la unicidad radica en 
su capacidad para ligarse a las proteínas en solución acuosa (McLeod, 1974; 
Swain, 1977; Kumar y Vaithiyanathan, 1990; Mueller-Harvey, 2006). 
Bate-Smith y Swain (1989) los describieron como compuestos fenólicos 
hidrosolubles con un peso molecular entre 300 y 3.000 Da, que muestran 
reacciones típicas de los fenoles y precipitan alcaloides, gelatinas y otras proteínas. 
Sin embargo, esta definición no incluye todos los taninos, ya que, por ejemplo, se 
han aislado moléculas con masa molecular superior a 20.000 Da que deberían ser 
clasificadas como taninos debido a su estructura molecular (Khanbabaee y Van 
Ree, 2001). 
Griffiths (1991) se refirió a este tipo de compuestos secundarios como 
sustancias fenólicas macromoleculares; no obstante, esta definición ignora los 
taninos monoméricos y con masas moleculares inferiores a 1.000 Da.  
Considerando el conocimiento actual que se posee sobre la estructura 
molecular de estos compuestos fenólicos, la definición propuesta por Khanbabaee y 
Van Ree (2001) probablemente sea una de las más completas de todas las 
realizadas hasta el momento. Estos autores se refieren a los taninos como 
metabolitos secundarios polifenólicos de las plantas superiores, constituidos por 
ésteres de galoil y sus derivados que se unen a núcleos de polialcoholes, 
catequinas y triterpenoides (galotaninos, elagitaninos y taninos complejos), o 
constituidos por proantocianidinas oligoméricas o poliméricas que pueden poseer 
diferentes enlaces interflavonoles y patrones de sustitución (taninos condensados). 
 
II.1.3. Clasificación y estructura de los taninos 
Desde que en 1920, Freudenberg (Haslam y Cai, 1994), basándose en su 
estructura molecular, clasificase los taninos en dos grupos, taninos condensados 
(TC) y taninos hidrolizables (TH), este ha sido el esquema más aceptado por la 
comunidad científica (McLeod, 1974; Swain, 1977; Kumar y Vaithiyanathan, 1990): 
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▪ Los taninos hidrolizables son polialcoholes constituidos por un glúcido cuyos 
grupos hidroxilo se encuentran esterificados con el ácido gálico o el ácido 
hexahidroxidifénico (galotaninos y elagitaninos, respectivamente). Son 
compuestos fácilmente hidrolizables por ácidos, bases y ciertas enzimas. 
▪ Los taninos condensados son oligómeros o polímeros de hidroxiflavonoles. 
También se les denomina proantocianidinas debido a que, sometiéndolos a 
calor en soluciones ácidas, dan lugar a antocianidinas (Kumar y 
Vaithiyanathan, 1990). No son susceptibles de ser hidrolizados debido a los 
enlaces C-C que presentan.  
Más recientemente, diversos autores (Khanbabaee y Van Ree, 2001; 
Mueller-Harvey, 2001; Li et al., 2006) han propuesto una clasificación un poco más 
descriptiva, distinguiendo tres grandes grupos: galotaninos, elagitaninos y taninos 
condensados. 
 
II.1.3.1. Taninos hidrolizables 
II.1.3.1.1. Galotaninos 
Se trata de los taninos más simples y están constituidos por unidades de 
ácido gálico (ácido 3, 4, 5-trihidroxibenzoico) esterificadas con un polialcohol 
(Mueller-Harvey, 2001; Haslam, 2007). Dicho polialcohol, en la mayoría de los 
casos encontrados en la naturaleza, es un derivado de la D-glucosa (Mueller- 
Harvey, 2001; Hagerman, 2002). Los galotaninos poseen cadenas esterificadas, 
formadas por varias unidades de ácido gálico unidas entre sí mediante uniones 
meta- o para- depsídicas (Niemetz y Gross, 2005), tal y como se representa en la 
figura 1. 
Figura 1. Estructura molecular del ácido gálico (a), unión depsídica entre dos unidades de ácido gálico 
(b) y estructura molecular de los galotaninos (c) (Niemetz y Gross, 2005). 
 
El galotanino básico es la pentagaloil glucosa (β-1, 2, 3, 4, 6-pentagaloil-ο-D-
glucopiranosa), que presenta cinco unidades de ácido gálico unidas de forma 
a b c 
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idéntica a los grupos hidroxilo alifáticos del azúcar (Hofmann et al., 2006; Haslam, 
2007). Este compuesto tiene diversos isómeros cuyas propiedades químicas y 
bioquímicas, tales como la susceptibilidad a la hidrólisis, capacidad para precipitar 
proteínas, etc., son dependientes de su estructura (Hagerman, 2002). 
 
II.1.3.1.2. Elagitaninos 
Los elagitaninos se originan a partir de los galotaninos mediante la unión 
oxidativa de al menos dos unidades galoil. Los elagitaninos más sencillos son 
ésteres del ácido hexahidroxidifénico con un polialcohol (ver figura 2). Dicho ácido 
lactoniza espontáneamente a ácido elágico en solución acuosa.  
La unión entre las unidades galoil se produce normalmente entre los 
carbonos C-4/C-6 o C-2/C-3 (Haddock et al., 1982; Mueller-Harvey, 2001; 
Hagerman, 2002; Haslam, 2007). Este tipo de taninos hidrolizables puede 
experimentar uniones oxidativas intermoleculares con otros taninos hidrolizables 
dando lugar a dímeros (Feldman, 2005). 
 
Figura 2. Estructura molecular del ácido elágico (a)  y los elagitaninos (b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
II.1.3.2. Taninos condensados 
Los taninos condensados o proantocianidinas son oligómeros o polímeros no 
ramificados de flavonoides (flavan-3-ol: epicatequina y catequina), tal y como 
muestra la figura 3 (Schofield et al., 2001; Hagerman, 2002; Haslam, 2007). La 
adición de un tercer grupo fenólico al anillo B da lugar a las epigalocatequinas y las 
galocatequinas (Prieur et al., 1994; Santos et al., 2002). La unión más característica 
entre los monómeros flavonoides es la producida entre el carbono C-4 del anillo C y 
el C-8, o en menor medida, el C-6 del anillo A (Hagerman, 2002; Vivas et al., 2006).  
a 
 
b 
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En ocasiones, los flavan-3,4-diol o leucoantocianidinas son clasificados 
también como taninos condensados. Sin embargo, es importante tener en cuenta 
que, aunque son flavonoides monoméricos con propiedades químicas similares a 
las proantocianidinas, no interactúan con las proteínas ni forman complejos 
susceptibles de precipitar (Hagerman, 2002). 
 
Figura 3. Estructura molecular de un flavonoide (a) y los taninos condensados (b) (Schofield et al., 
2001). 
  
 
 
 
 
 
 
A priori, si se tiene en cuenta la enorme diversidad existente entre los TH, 
los TC (Mueller-Harvey, 2001; Osborne y McNeill, 2001; McAllister et al., 2005) y 
aquellos taninos formados por componentes propios de ambos tipos denominados 
taninos complejos (Okuda et al., 1993; Khanbabaee y Van Ree, 2001; Mueller-
Harvey, 2001), la clasificación en TC y TH puede parecer un poco simplista; no 
obstante, debido a las diferencias entre estos grupos en relación a sus posibles 
efectos en los animales que los consumen, tal clasificación puede resultar funcional 
en el campo de la Producción Animal.   
 
II.1.4. Propiedades químicas de los taninos 
Entre las propiedades químicas más notables de los taninos, caben señalar: 
su capacidad como agente quelante y secuestrador de radicales libres (McDonald 
et al., 1996; Mila et al., 1996), su capacidad reductora (Chyau et al., 2002) y su 
actividad antioxidante (Malenčić et al., 2008) derivada de las anteriores.  
Sin embargo, la propiedad más singular de los taninos es su afinidad por las 
proteínas (Dawra et al., 1988; Kawamoto et al., 1997; Xu y Diosady, 2000; Hofmann 
et al., 2006) y otros polímeros tales como los polisacáridos, con los que tiende a 
formar complejos estables. Dicha propiedad será descrita posteriormente con 
mayor detalle, debido a su particular repercusión en la nutrición de los rumiantes. 
 
 
A C 
B 
(catequina)n 
 
b 
 
a 
 (catequina)n 
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II.1.4.1. Acción reductora, antioxidante y quelante 
Los taninos son potentes agentes reductores ya que tienden a absorber 
oxígeno, especialmente en soluciones alcalinas (McLeod, 1974). En esta propiedad 
se fundamentan ciertos métodos analíticos, los cuales incluyen el uso de reactivos 
como el Folin-Denis, el Folin-Ciocalteu o el Azul de Prusia para cuantificar fenoles 
totales (Folin y Denis, 1912; Price y Butler, 1977; Julkunen-Tiitto, 1985). Todos ellos 
se basan en la oxidación de un analito fenólico y la reducción del reactivo para 
formar un cromóforo. Concretamente, en el método Folin-Ciocalteu la adición de 
carbonato sódico favorece el medio alcalino necesario para que pueda llevarse a 
cabo la reacción oxidativa (Makkar et al., 1993). 
Chyau et al. (2002) observaron que extractos de taninos obtenidos de hojas 
de Terminalia catappa, que contienen una gran cantidad de TH, mostraban un 
poder reductor comparable al de la vitamina E.  
La característica quelante de los taninos radica en la capacidad de sus 
grupos funcionales hidroxilo para unirse a iones metálicos y formar complejos 
estables (McDonald et al., 1996). Al respecto, Santos-Buelga y Scalbert (2000) 
observaron que las proantocianidinas son excelentes quelantes del ión férrico 
(Fe3+), del ión aluminio (Al3+) y del ión cúprico (Cu2+); sin embargo, en el Zinc (Zn2+) 
apreciaron un baja afinidad por los polifenoles, particularmente a pH neutro o ácido. 
Los complejos formados por la unión de los taninos y los iones metálicos 
pueden precipitar en soluciones acuosas. En este sentido, Faithful (1984) observó 
que cuando el pH disminuye, los complejos tanino-metal comienzan a disociarse, 
aunque en el caso del hierro, dicha disociación no ocurre hasta un pH próximo a 2, 
lo que implicaría que los complejos formados con este metal se mantendría intactos 
incluso en el abomaso. 
La capacidad quelante de los taninos con ciertos metales tiene un particular 
interés en la nutrición de los rumiantes porque puede contribuir a limitar el 
crecimiento de los microorganismos ruminales dependientes de metales (e. g., 
hierro) para su crecimiento (Mila et al., 1996), a reducir la actividad de las 
metaloenzimas o a impedir la fosforilación oxidativa inhibiendo la producción del 
grupo hemo necesario para los citocromos (Mila et al., 1996; Smith et al., 2005).  
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II.1.4.2. Interacción con las proteínas 
Los taninos presentan una elevada afinidad por las proteínas con las que 
pueden formar complejos estables. Ésta es, con seguridad, la característica más 
conocida de estos compuestos fenólicos. 
Los múltiples grupos fenólicos y anillos arilos de los taninos les confieren su 
efectividad para formar complejos con las proteínas (Beart et al., 1985) y la 
propincuidad entre estos grupos funcionales en la molécula polifenólica favorece la 
unión (Haslam, 1988). 
La formación de complejos entre las proteínas y los taninos puede 
producirse mediante cuatro tipos de uniones químicas (Kumar y Singh, 1984; 
Nyman, 1985; Xu y Diosady, 2000): 
▪ Unión por puentes de hidrógeno, ya que debido a la gran cantidad de grupos 
hidroxilo que presentan los taninos, existen numerosos puntos de ataque que 
otorgan oportunidades estéricas favorables para la unión con los grupos 
carbonilo de los péptidos de las cadenas proteicas. 
▪ Unión por interacciones hidrofóbicas entre el anillo aromático del compuesto 
fenólico y las regiones hidrofóbicas de la proteína. 
▪ Unión por interacciones iónicas entre el grupo aniónico del tanino y el grupo 
catiónico de la molécula proteica. 
▪ Unión mediante enlaces covalentes, formados por la oxidación de los 
polifenoles a quinonas y su posterior condensación con un grupo nucleofílico 
de la proteína (-NH2, -SH, -OH). 
Con respecto a las interacciones entre los taninos y las proteínas, es preciso 
señalar que las uniones por puentes de hidrógeno o interacciones hidrofóbicas son 
más frecuentes que las covalentes e iónicas (Spencer et al., 1988; Kawamoto et al., 
1997; Poncet-Legrand et al., 2006). Al respecto, Spencer et al. (1988), por ejemplo, 
observaron que los puentes de hidrógeno son las uniones más comunes entre los 
galotaninos y las proteínas. También, Butler et al. (1984) señalaron que las 
asociaciones entre los taninos condensados presentes en el sorgo (Sorghum 
bicolor) y las proteínas tenían lugar mediante puentes de hidrógeno y asociaciones 
hidrofóbicas no polares, no encontrándose evidencias de que se produjesen 
enlaces covalentes entre ambas moléculas. 
Las interacciones de tipo no covalente producidas entre los taninos y las 
proteínas son reversibles. Sin embargo, los enlaces covalentes son uniones de tipo 
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irreversible (Kumar y Singh, 1984; Kawamoto et al., 1997) y que pueden modificar 
marcadamente las propiedades funcionales de la proteína, tal y como observaron 
Prigent et al. (2007) al analizar las interacciones producidas entre el ácido 
clorogénico y la albúmina sérica bovina. 
Las interacciones producidas entre los taninos y las proteínas dependen de 
ambos compuestos (Vaithiyanathan y Kumar, 1993; Siebert et al., 1996; Mueller-
Harvey, 1999; Hofmann et al., 2006) y de las condiciones de la solución donde se 
lleve a cabo la formación del complejo (Hagerman y Butler, 1978).  
Así, es posible observar que, en función del tipo de proteína, la afinidad por 
los taninos así como el grado de precipitación de los complejos formados difieren 
significativamente (Butler et al., 1984; Vaithiyanathan y Kumar, 1993; Deaville et al., 
2007).  
Características de los taninos tales como su grado de polimerización, su 
estructura y flexibilidad conformacional o su solubilidad, son también determinantes 
del grado de afinidad que estos polifenoles muestran por las proteínas (Ozawa et 
al., 1987; Poncet-Legrand et al., 2006). En el caso de las moléculas proteicas, una 
conformación estructural abierta, un elevado peso molecular y un alto contenido en 
aminoácidos tales como la prolina o aminoácidos hidrofóbicos, son atributos que les 
confieren una mayor afinidad por los taninos (Asquith y Butler, 1986).  
Es esencial señalar que, tras la unión de los taninos y las proteínas, no 
siempre precipita el complejo formado (Mueller-Harvey, 1999), ya que ambos 
fenómenos (i. e., formación y precipitación del complejo) están relacionados pero no 
tienen por qué ocurrir conjuntamente (Charlton et al., 2002). Diversos autores 
(Butler et al., 1984; Hagerman et al., 1998; Mueller-Harvey, 2006) han constatado 
que el mayor grado de precipitación de los complejos tanino-proteína ocurre cuando 
la molécula proteica se encuentra cercana a su punto isoeléctrico, es decir, cuando 
su carga neta es cero.  
La concentración de la proteína en la solución donde tiene lugar la unión con 
los taninos resulta también determinante para la formación de los complejos entre 
ambas moléculas. Si la concentración es baja, el polifenol se une a uno o más sitios 
de la superficie proteica dando lugar a una monocapa que es menos hidrofílica que 
la propia proteína. En cambio, si es elevada, se producen uniones cruzadas entre 
las moléculas proteicas debido a la naturaleza multidentada de los polifenoles 
(Haslam, 1988; Spencer et al., 1988), requiriéndose por lo tanto mayor cantidad de 
Revisión bibliográfica 
18 
taninos para precipitar proteínas en soluciones diluidas que concentradas (Haslam, 
1988). 
 
II.2. DISTRIBUCIÓN DE LOS TANINOS EN LA NATURALEZA 
Pelouze y Fremy (1854) afirmaron que la corteza del roble, el olmo, el sauce, 
las hojas de los árboles, etc., contienen un conjunto de sustancias que poseen 
principios astringentes y reciben el nombre genérico de taninos. Ya entonces, se 
señaló la presencia de estos compuestos fenólicos en numerosas especies 
vegetales. 
En la actualidad, existen innumerables trabajos recogidos en la literatura 
científica que evidencian la amplia distribución que los taninos poseen en el reino 
vegetal (Russell, 1935; Burritt et al., 1987; Bhat et al., 1998; Yanagida et al., 2002; 
Frutos et al., 2004a; Mutabaruka et al., 2007). De hecho, estos compuestos 
fenólicos son considerados los metabolitos secundarios más comunes de las 
plantas (Hernes y Hedges, 2004).  
Los taninos condensados y los taninos hidrolizables no se distribuyen de 
forma similar en el reino vegetal (ver tabla 1; Swain, 1979). Mientras que los 
primeros se localizan ampliamente en las plantas superiores, los taninos 
hidrolizables tienen una distribución más limitada (Bruyne et al., 1999; 
Schoonhoven et al., 2006).  
 
Tabla 1. Distribución de taninos hidrolizables y condensados en el reino vegetal (Swain, 1979), 
expresada como % de géneros vegetales que contienen taninos. 
          
 
Taxón Taninos hidrolizables 
Taninos 
condensados  
 
. Psilopsida (Helecho primitivo) 0 0 
 
 
. Lycopsida (Musgo club) 0 0 
 
 
. Sphenopsida (Equiseto) 0 28 
 
 
. Filicopsida (Helecho) 0 92 
 
 
. Gimnospermas 0 74 
 
 
. Angiospermas:  13 54  
 
              - Monocotiledóneas 0 29 
 
 
              - Dicotiledóneas 18 62 
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Los taninos condensados se encuentran casi de forma universal en helechos 
y en gimnospermas (Harborne, 1998) y, en menor medida, en angiospermas, 
especialmente en especies leñosas (Swain, 1977; Aerts et al., 1999a; Papachristou 
et al., 2005). Sin embargo, la presencia de taninos hidrolizables se limita a plantas 
dicotiledóneas (Harborne, 1998; Silanikove et al., 2001a; Hernes y Hedges, 2004; 
Schoonhoven et al., 2006). Mole (1993), en una extensa revisión sobre la 
distribución de los taninos, describe la presencia de estos compuestos fenólicos en 
numerosas familias dicotiledóneas y monocotiledóneas, diferenciando entre taninos 
hidrolizables y condensados. Además de las variaciones observadas en el tipo de 
tanino (i.e, TH o TC), su contenido puede variar considerablemente entre especies 
vegetales (Makkar y Becker, 1998a; Ammar et al., 2004; Jordão et al., 2007), entre 
individuos de una misma especie (Rossiter et al., 1988; Ossipov et al., 1997; 
Laitinen et al., 2002) y entre los distintos órganos y tejidos de las plantas (Masson 
et al., 1994; Álvarez del Pino et al., 2005; Haring et al., 2007). 
Dentro de la clase Angiosperma se incluye la familia Fagaceae, que agrupa 
entre otros el género Quercus. Dicho género taxonómico abarca unas doscientas 
especies distribuidas por Europa, Asia Occidental, Norteamérica y Sudamérica 
(Watts et al., 1996). La presencia de taninos en este género (i. e., Quercus) se 
comprobó hace más de un siglo (Giles, 1828; Trimble, 1887; Villou, 1889) y desde 
entonces, son numerosos los estudios que han confirmado su presencia en el roble 
(Scalbert y Haslam, 1987; Cadahía et al., 2001; Jordão et al., 2007). 
En relación a su localización en la estructura de la planta, algunos autores 
propusieron que los taninos se encuentran almacenados en estructuras vacuolares 
(Chafe y Durzan, 1973; Zobel, 1986; Debeaujon et al., 2001). Sin embargo, otros 
contradicen tal supuesto tras haber observado estos compuestos secundarios 
almacenados principalmente en las células del mesófilo, así como en el espacio 
existente entre las mismas (Charest et al., 1986; Grundhöfer et al., 2001). 
 
II.2.1. Variaciones estacionales de la concentración de taninos 
En las plantas, la concentración de los taninos y la relación TC/TH no se 
mantienen constantes y, de hecho, pueden variar notablemente a lo largo de las 
diferentes etapas del desarrollo fenológico de la especie vegetal (Ayaz et al., 1997; 
Rana et al., 2006). Al respecto, Makkar et al. (1988b) comprobaron el nexo 
existente entre la concentración de taninos y la madurez en Quercus incana, 
demostrando que los niveles de taninos totales (TT) no permanecían constantes en 
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el roble y que se relacionaban negativamente con el proceso natural de 
senescencia.  
Entre los factores que pueden influir en el contenido de taninos de las 
plantas, Vanhaelen et al. (1991) sugirieron algunos extrínsecos, como los climáticos 
y geofísicos (e. g., temperatura, luz, precipitaciones, altitud, viento, etc.) y bióticos 
(e. g., infecciones fúngicas, bacterianas, virales, pisoteo, pastoreo, ramoneo, etc.). 
La concentración de taninos condensados, al parecer, se incrementa a 
medida que madura la planta (Cooper-Driver et al., 1977; Mauffette y Oechel, 1989; 
Makkar y Singh, 1991a; Tikkanen y Julkunen-Tiitto, 2003; Yarnes et al., 2008). Sin 
embargo, los taninos hidrolizables muestran un patrón inverso, siendo más 
numerosos en las etapas más jóvenes (Peng et al., 1991; Riipi et al., 2002; 
Salminen et al., 2004). 
Riipi et al. (2002), tras analizar el contenido de TH y TC de  Betula 
pubescens ssp. czerepanovii desde junio hasta septiembre, observaron un 
incremento de las proantocianidinas a lo largo de los meses estudiados y una 
reducción de la concentración de los galotaninos. Otros autores como Ossipov et al. 
(1997) y Laitinen et al. (2002), en diferentes especies del mismo genero taxonómico 
(e. g., Betula pendula y Betula pubescens ssp. tortuosa), encontraron un perfil 
similar en las concentraciones de taninos hidrolizables y condensados a lo largo del 
desarrollo de la planta. 
En cuanto a las especies de roble, diversos trabajos recogen el mismo 
patrón de variación anteriormente descrito. Así, se ha observado una concentración 
de TH máxima en las fases más tempranas del ciclo de la planta y una mayor 
abundancia de los TC en verano (Faeth, 1986; Rossiter et al., 1988; Mauffette y 
Oechel, 1989; Tikkanen y Julkunen-Tiitto, 2003).  
Feeny y Bostock (1968), tras estudiar el contenido de taninos de las hojas de 
Quercus robur mensualmente desde abril hasta septiembre, observaron notables 
variaciones. No detectaron la presencia de TC en las hojas hasta finales de mayo. 
Posteriormente, estos fueron incrementándose progresivamente con la madurez de 
la hoja. Los TH, sin embargo, estuvieron presentes a lo largo de toda la estación y 
con una concentración relativamente constante. Por otra parte, Salminen et al. 
(2004), en Quercus robur, indicaron que los taninos hidrolizables eran mayoritarios 
en las hojas jóvenes, reduciéndose su concentración hasta un 54% desde mayo 
hasta septiembre. Por el contrario, la concentración de proantocianidinas, 
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indetectables en las hojas más jóvenes, comenzó a incrementarse a principios de 
junio. 
Dentro de los TH, también se han registrado variaciones en la concentración 
de galotaninos y elagitaninos en las diferentes especies vegetales. Así, Hatano et 
al. (1986) observaron que las hojas de Liquidambar formosana mostraban una 
variación en su contenido de TH desde abril hasta noviembre, encontrando los 
galotaninos únicamente a comienzos de la primavera, mientras que los elagitaninos 
eran los principales TH en verano y otoño. Ossipov et al. (1997) observaron 
también una elevada concentración de galotaninos en las hojas jóvenes de Betula 
pubescens ssp. tortuosa. 
Con respecto a las especies de roble también se han hallado significativas 
variaciones en relación al contenido de los distintos tipos de TH. Por ejemplo, 
Grundhöfer et al. (2001) observaron que las hojas de Quercus robur se 
caracterizaban por la presencia de galotaninos en primavera, los cuales en verano 
se oxidaban, de modo que los elagitaninos pasaban a ser más abundantes, aunque 
finalmente en otoño acababan degradándose. 
 
II.3. EFECTOS DE LOS TANINOS EN LA NUTRICIÓN DE LOS 
RUMIANTES 
La actividad biológica de los taninos está condicionada por multitud de 
factores, lo que impide realizar una generalización de sus posibles efectos 
(Waghorn y McNabb, 2003). Estos factores incluirían el tipo de tanino y la 
concentración del mismo (Barahona et al., 1997; Bhatta et al., 2005; Tabacco et al., 
2006; Bueno et al., 2008), la especie rumiante que los consume (Frutos et al., 
2004b) o la composición de la dieta (Lamar, 1974; Deshpande y Salunkhe, 1982; 
Martínez et al., 2005). Por lo tanto, el efecto nutricional de los taninos puede variar 
de forma considerable, pudiendo tener repercusiones desde beneficiosas (Barry y 
Duncan, 1984; Bhatta et al., 2000) hasta perjudiciales para los rumiantes (Bhatta et 
al., 2007).  
En este punto del capítulo y antes de introducirnos en los distintos 
apartados, quizá pueda resultar interesante recordar la teoría propuesta por Barry y 
Manley (1986) sobre el efecto de los taninos en la nutrición animal. Dicha teoría 
argumentaba que, del total de TC presentes en la dieta, una fracción tendería a 
formar complejos insolubles con las proteínas de las plantas (los TC ligados), 
mientras que otra fracción permanecería libre (los TC libres) y en equilibrio con la 
primera. Los autores sugirieron que estas fracciones podían resultar buenos índices 
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para evaluar los posibles efectos nutricionales beneficiosos o adversos que los 
taninos pueden provocar sobre la nutrición de los rumiantes, pero con el tiempo se 
ha visto que esto no era tan sencillo. 
 
II.3.1. Efectos sobre la ingestión 
La ingestión voluntaria por parte de los rumiantes puede reducirse cuando el 
contenido de taninos de los alimentos es elevado (Barry y Duncan, 1984; Rogosic 
et al., 2008) y, al respecto, se ha observado una relación inversamente proporcional 
entre la concentración de taninos presentes en la dieta y la cantidad ingerida de la 
misma (Robbins et al., 1987a; Provenza, 1995). 
La repercusión negativa de los taninos sobre la ingestión voluntaria se 
produce a través de diversos efectos adversos característicos de estos compuestos 
secundarios, tales como la reducida palatabilidad que confieren a los alimentos 
(Nastis y Malechek, 1981; Kibon y Ørskov, 1993; Makkar, 2003), el retraso o la 
reducción provocados en la digestión (Kumar y Singh, 1984; Makkar et al., 1995a) o 
reacciones post-ingestivas negativas, responsables del desarrollo de aversiones 
condicionadas (Provenza, 1995; Silanikove et al., 2001a).  
En relación a la supuesta escasa palatabilidad que los taninos confieren a 
las plantas, es oportuno decir que esta característica deriva de su acción 
astringente (Kumar y Singh, 1984; Reed, 1998), causada por la formación de 
complejos con las proteínas de la saliva (Kumar y Vaithiyanathan, 1990; Waghorn, 
2008). Debido a que la masticación durante la ingestión y la rumia puede provocar 
la ruptura aproximadamente del 60% de las células vegetales, se puede producir la 
unión de los taninos con las proteínas de las plantas y de la saliva, entre las cuales 
se encuentran las mucoproteínas encargadas de lubricar el bolo alimenticio para 
facilitar la deglución (Waghorn, 2008). Al respecto, Provenza y Malechek (1984) 
evidenciaron en cabras la formación de complejos entre los taninos y las proteínas 
salivares al observar una reducción del 50% de los niveles de taninos activos (i. e., 
libres) de la dieta tras la masticación de Coleogyne ramosissima. 
Tradicionalmente, se ha atribuido una menor astringencia a los taninos 
hidrolizables en comparación con los taninos condensados (Roux et al., 1980). Sin 
embargo, algunos autores no han encontrado diferencias entre ambos grupos 
fenólicos (Porter y Woodruffe, 1984) e incluso existen trabajos donde se ha 
observado un mayor efecto astringente de los TH (Bate-Smith, 1977; Dawra et al., 
1988). Kraus et al. (2003), tras analizar la astringencia provocada por ambos tipos 
de taninos en nueve especies arbóreas, el ácido tánico y la catequina, observaron 
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que los taninos condensados exhibieron una mayor capacidad astringente que los 
hidrolizables, a excepción del ácido tánico que mostró el valor más alto. 
Otro factor que puede ocasionar una disminución de la ingestión voluntaria 
es el retraso o la reducción de la digestión de los alimentos (Kibon y Ørskov, 1993; 
Silanikove et al., 2001a) que sería consecuencia del efecto de los taninos sobre la 
actividad fermentativa del rumen (Bae et al., 1993) o sobre el ritmo de evacuación 
de la digesta (Silanikove et al., 2001b) entre otros factores que serán abordados 
con mayor profundidad en el siguiente apartado.  
Con respecto a las aversiones condicionadas desarrolladas a partir de los 
efectos postingestivos negativos observadas por algunos autores (Silanikove et al., 
1997; Landau et al., 2000), no se han encontrado trabajos que demuestren que la 
ingestión de taninos estimule el sistema emético, aunque esta no sería  
necesariamente la única vía para provocar una aversión condicionada (Kimball y 
Nolte, 2005).  
En cualquier caso, es esencial señalar que la disminución de la ingestión 
voluntaria vendrá determinada por la cantidad y el tipo de taninos en la dieta, la 
especie rumiante que los consume y el propio individuo y, al respecto, la literatura 
científica recoge numerosos trabajos con resultados muy variables. En relación con 
los TC, Barry y Duncan (1984) observaron que concentraciones de 60-100 g/kg MS 
reducían la ingestión voluntaria de Lotus pedunculatus en ovejas, mientras que 
Waghorn et al. (1987) no registraron ningún efecto sobre la ingestión cuando las 
ovejas consumieron Lotus corniculatus con un contenido de TC inferior (22 g/kg 
MS). Con respecto a los TH, McSweeney et al. (1988) no percibieron una reducción 
de la ingestión cuando las ovejas consumieron Terminalia oblongata (34 g de 
equivalentes de ácido tánico/kg MS) y resultados similares obtuvieron Frutos et al. 
(2004c) en corderos que consumían un concentrado con torta de soja tratada 
previamente con extracto de taninos hidrolizables de castaño (20,8 g/kg MS); sin 
embargo, Hay y Van Hoven (1988) observaron que en una especie de antílope 
africano (Raphicerus campestris), el ácido tánico, en concentraciones incluso del 
1%, influía negativamente sobre la ingestión. Además, es necesario apuntar que 
debido la heterogeneidad de las técnicas utilizadas para cuantificar el contenido de 
taninos (Mueller-Harvey, 2001), el análisis químico y el efecto biológico pueden no 
mostrar una buena correlación (Nelson et al., 1997) y, de hecho, los resultados 
pueden no ser ni siquiera comparables.  
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Algunos autores han señalado que el efecto perjudicial de los taninos sobre 
la ingestión voluntaria se puede reducir o anular cuando la dieta de los animales se 
suplementa con un agente como el polietilenglicol (PEG), capaz de inactivar el 
efecto de estos compuestos secundarios (Silanikove et al., 1994). El PEG es un 
polímero sintético que se une a los taninos de forma irreversible suprimiendo en 
gran parte la acción de los mismos (Silanikove et al., 1994; Landau et al., 2000; 
Papanastasis et al., 2008). Este efecto se ha confirmado en ovejas, cabras (Titus et 
al., 2001; Villalba y Provenza, 2001) y vacas (Landau et al., 2000). 
 
II.3.2. Efectos sobre la fermentación ruminal 
El efecto de los taninos sobre el proceso de fermentación ruminal, de forma 
similar a lo observado con la ingestión, puede variar considerablemente en función 
de múltiples factores como, por ejemplo, el tipo de tanino (Frutos et al., 2004b), su 
estructura y peso molecular (Barahona et al., 2003) o la cantidad consumida 
(Hervás et al., 2003a) y la especie rumiante que los consuma (Narjisse et al., 1995; 
Frutos et al., 2004b).  
Con respecto al tipo de tanino, debido a que los TH pueden ser hidrolizados 
por la microbiota ruminal y, en ocasiones, utilizados como fuente de energía (Bhat 
et al., 1998; Odenyo et al., 2001), diversos autores han afirmado que estos 
provocan un efecto negativo menos acentuado que los TC (Bento et al., 2005; 
Getachew et al., 2008). Sin embargo, dicha afirmación se contradice con lo 
observado por otros autores (e. g., Martínez et al., 2005; Mutarabuka et al., 2007). 
Por ejemplo, Frutos et al. (2004b), tras comparar la acción del ácido tánico (como 
modelo de TH) y los TC de un extracto comercial de quebracho sobre la 
fermentación ruminal in vitro en 4 especies rumiantes (ovino, caprino, cérvidos y 
bovino), observaron que el efecto del ácido tánico fue más acusado.  
Las características químicas de los taninos puede ser también un factor que 
determine su efecto, ya que se ha evidenciado que especies botánicas con un 
contenido similar de taninos muestran un efecto nutricional diferente (Osborne et 
al., 2001; Barahona et al., 2003; Stürm et al., 2007). En este sentido, Aerts et al. 
(1999b) observaron que, a pesar de mostrar contenidos similares, los TC presentes 
en L. pedunculatus fueron más efectivos que los de L. corniculatus reduciendo la 
degradación de la proteína rubisco (ribulosa-1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa), 
extraida del trebol blanco (Trifolium repens). Los autores señalaron que el diferente 
efecto observado podría deberse a que ambos taninos poseen distintos pesos 
moleculares y estructuras y diferente riqueza de prodelfinidina (Foo et al., 1996; Foo 
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et al., 1997), subunidad que favorece la interacción con las proteínas (Jones et al., 
1976; Andersson et al., 2006). Posteriormente, Barahona et al. (2003) obtuvieron 
resultados comparables tras evaluar la fermentación in vitro de diversas 
leguminosas con contenidos semejantes de taninos y lo atribuyeron a las 
diferencias en su tamaño molecular o en su composición monomérica. 
En relación con la cantidad consumida, los resultados recogidos en la 
literatura científica son enormemente dispares e incluso, en ocasiones, antitéticos, 
lo que puede deberse a múltiples motivos. En primer lugar, las diferentes técnicas 
utilizadas en los ensayos de nutrición animal (e. g., pruebas in situ, in vitro) pueden 
no proporcionar los mismos resultados (Blummel et al., 1997) y, en este sentido, 
algunos estudios han señalado que la técnica in vitro de producción de gas podría 
resultar más apropiada que otras para evaluar alimentos que poseen taninos 
(Makkar, 2005). Por ejemplo, mientras Mathieu y Jouany (1993) observaron cómo la 
degradación proteica in vitro de la harina de soja se reducía de forma exponencial a 
medida que se incrementaba la cantidad de extracto de taninos de castaño incluida 
en la incubación (desde 0 hasta 53 g/kg MS), Decruyenaere et al. (1993), mediante 
la técnica in situ, no registraron una modificación de la degradación de dicho 
sustrato con la adición de hasta 25 g del mismo extracto. En segundo lugar, tal y 
como se señaló anteriormente, la relación entre el contenido de taninos cuantificado 
químicamente y su efecto biológico pueden no mostrar una buena correlación. En 
este sentido, diversos autores han indicado la conveniencia de utilizar métodos que 
cuantifiquen la actividad biológica de los taninos como, por ejemplo, la técnica de 
producción de gas in vitro en ausencia y presencia de PEG (Silanikove et al., 1996; 
Getachew et al., 2001; Makkar, 2003). Así lo indicaron también Álvarez del Pino et 
al. (2005) tras analizar diversas especies arbustivas con distintos contenidos de 
taninos mediante el método biológico mencionado (técnica in vitro de producción de 
gas en presencia y ausencia de PEG) y dos métodos químicos (Folin-Ciocalteu y 
butanol-HCl).  
Por todo ello, es importante que la interpretación de los efectos de los 
taninos sobre el proceso de fermentación ruminal que se describen a continuación 
se realice con cierta prudencia.  
En relación a la acción sobre la proteína, tal y como han constatado 
numerosos autores (e. g., Robbins et al., 1987b; Makkar et al., 1995a; Silanikove et 
al., 2001b; Hess et al., 2006a; Tabacco et al., 2006; Bhatta et al., 2007), 
probablemente, el efecto más acusado de los taninos en la fermentación ruminal es 
la reducción de la degradación proteica, a través de diferentes mecanismos como la 
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formación de complejos (Hagerman y Butler, 1981; McMahon et al., 1999) y la 
inhibición de enzimas microbianas como la ureasa (Griffiths y Jones, 1977; Makkar 
et al., 1988a; Hussain y Cheeke, 1995) o las proteasas (Jones et al., 1994; 
McMahon et al., 1999), o del crecimiento microbiano (Henis et al., 1964; Jones et 
al., 1994; Min et al., 2002).  
McMahon et al. (1999), en una prueba in vitro llevada a cabo con inóculo 
ruminal de novillos, observaron que los taninos condensados presentes en 
Onobrychis viciifolia (12%; utilizando TC purificados de la propia planta como 
estándar) redujeron la degradación de la proteína sin afectar a la degradación del 
resto de los nutrientes. Frutos et al. (2000) y Hervás et al. (2000) utilizando torta se 
soja como alimento base y taninos de un extracto comercial de quebracho o ácido 
tánico como modelos de TC y TH, respectivamente, observaron que ambos tipos 
provocaron una reducción significativa de la degradación ruminal de la proteína en 
ovino y que el efecto, significativo incluso con la menor cantidad adicionada (1%), 
fue dependiente de la dosis. Estos resultados han sido confirmados posteriormente 
por otros autores (Getachew et al., 2008). También, mediante la técnica in situ de 
las bolsas de nailon, Frutos et al. (2004c) observaron que la inclusión de un 13% de 
extracto de TH de castaño, aunque no afectó a la extensión de la degradación de la 
MS, redujo considerablemente la degradación de la proteína en ovejas. Por último, 
Bhatta et al. (2005), tras estudiar el efecto de los taninos de dos especies leñosas, 
observaron que los TC presentes en Prosopis cineraria (27 g/kg MS; expresados en 
equivalentes de leucocianidina) provocaron una menor degradación de la proteína 
en el ganado ovino que la que tenía menor contenido de TC (Acacia nilotica).   
También sobre la síntesis de proteína microbiana los taninos pueden tener 
una marcada repercusión. Así, esta puede verse incrementada a través de 
diferentes mecanismos como un cambio en la distribución de los nutrientes 
disponibles o el enlentecimiento del proceso fermentativo (Makkar et al., 1995a; 
Salem et al., 2007). En relación al primer mecanismo, diversos autores han 
observado que los taninos pueden destinar una mayor proporción de los nutrientes 
disponibles a la síntesis de proteína microbiana, en detrimento de la empleada para 
la producción de ácidos grasos de cadena corta (Getachew et al., 2000; Baba et al., 
2002), aunque existen trabajos que han puesto de manifiesto el efecto opuesto 
(Getachew et al., 2008) o una ausencia de efecto (Alexander et al., 2008). En este 
sentido, Blummel et al. (1997) argumentaron que el factor de partición (calculado, 
en su caso, como mg de materia orgánica realmente digestible in vitro/ml de gas 
producido) podría ser un buen indicador de la eficiencia de síntesis de proteína 
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microbiana y, por lo tanto, mayores valores de dicho factor evidenciarían una mayor 
eficiencia de esta y viceversa (Bento et al., 2005). Con respecto al segundo 
mecanismo, Salem et al. (2007) observaron que la adición de PEG provocaba un 
incremento de la concentración de nitrógeno amoniacal debido a una mayor 
degradación de la proteína o a una mala sincronización entre el nitrógeno y la 
energía liberados en el rumen, observando una menor eficiencia en la síntesis de 
proteína microbiana, por lo que concluyeron que un retardo en el ritmo de 
fermentación en el rumen podía favorecer la sincronización de los nutrientes 
disponibles incrementando así la eficiencia de la síntesis de proteína microbiana. 
Antes de describir la repercusión de los taninos sobre la fermentación de la 
fibra del alimento, convendría realizar ciertas matizaciones. En primer lugar, es 
esencial tener presente que el efecto sobre la degradación proteica de los taninos, 
al reducir la concentración amoniacal en el rumen y retrasar el crecimiento 
bacteriano, indirectamente puede lentificar la degradación de los hidratos de 
carbono (Tiemann et al., 2008). En segundo lugar y, trayendo a colación el diferente 
efecto de los taninos sobre la proteína y la fibra señalado anteriormente, suele 
admitirse que la repercusión sobre la degradación de la fibra es menos acusada 
que sobre la proteína y así lo han constatado diversos autores (Narjisse et al., 1995; 
Tiemann et al., 2008). Sin embargo, esta asunción debería interpretarse con cautela 
ya que en otros estudios se ha observado un mayor efecto sobre la degradación de 
la fibra que sobre la de la proteína (Hervás et al., 2003a).  
El efecto de los taninos sobre ambos componentes (fibra y proteína) puede 
verse reflejado tanto en la producción de ácidos grasos volátiles (AGV) como en 
sus proporciones molares (Van Houter, 1993). Por ejemplo, en presencia de 
taninos, se ha registrado una mayor proporción de ácido propiónico (Makkar et al., 
1995b) o una menor concentración de isoácidos (Martínez et al., 2006) que 
señalaría un efecto negativo de estos compuestos secundarios tanto sobre la 
degradación de la proteína como sobre la actividad microbiana del rumen 
(Barahona et al., 2003). Otros trabajos han registrado un incremento del acetato en 
detrimento del butirato y el propionato por efecto de los taninos, lo que podría 
sugerir una menor susceptibilidad de las bacterias fibrolíticas productoras de ácido 
acético (Tiemann et al., 2008). Y por último, aunque es cierto que muchos trabajos 
han evidenciado un detrimento de la producción neta de los AGV por efecto de los 
taninos (Frutos et al., 2004b; Martínez et al., 2006; Tiemann et al., 2008), otros 
autores no han observado ninguna variación significativa (Śliwiński et al., 2002; 
Hervás et al., 2004; Osoro et al., 2007).  
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Retomando el efecto de los taninos sobre los hidratos de carbono, los 
mecanismos por los cuales los taninos pueden producir un detrimento de la 
degradación de la fracción fibrosa del alimento englobarían su capacidad para 
reducir el número de microorganismos celulolíticos por medio de su acción 
bacteriostática y bactericida (Singleton, 1981; Bae et al., 1993; McSweeney et al., 
2001a), inhibir las celulasas (Björck y Nyman, 1987) o la formación de complejos 
con la celulosa (McSweeney et al., 2001b).  
Sobre la capacidad bactericida, Smith et al. (2003) observaron que los 
taninos presentes en Acacia mearnsii ejercían diferente efecto sobre E. coli debido 
a una producción excesiva de peróxido de hidrógeno. Varios estudios han señalado 
que la acción bactericida de los taninos se debe a las alteraciones que provocan en 
la pared celular de la bacteria o en su membrana citoplasmática (Hashimoto et al., 
1999; Wang et al., 2009).  
Con respecto a la formación de complejos con la celulosa, en ocasiones se 
ha observado que los taninos, mediante la adhesión a las moléculas de celulosa, 
pueden provocar una menor disponibilidad de los puntos de anclaje para las 
bacterias celulolíticas (Makkar et al., 1995a; 1995b). En este sentido, Bento et al. 
(2005), tras adicionar taninos purificados de mimosa al medio de cultivo (0,77 
mg/ml) registraron un menor ataque de las bacterias ruminales a la celulosa y, 
como consecuencia, una menor degradación de la misma.  
Independiente del mecanismo llevado a cabo por los taninos, es un hecho 
constatado que son capaces de reducir la degradación de la fibra del alimento 
(Barry et al., 1986; Waghorn et al., 1987), aunque también es cierto que este efecto 
no siempre se observa (McSweeney et al., 1988), lo que quizás pudiera estar 
también relacionado con el tipo de dieta.  
 
II.3.2.1. Efectos sobre la microbiota ruminal 
Por efecto de los taninos, se ha podido comprobar una menor actividad 
microbiana en el rumen debido a la inhibición del crecimiento de las bacterias 
(Jones et al., 1994; Min et al., 2002). Dicho efecto puede ser el resultado de la 
interacción directa entre las bacterias o las enzimas que estas segregan con los 
taninos (McLeod, 1974; Bae et al., 1993) o de la privación de sustrato para los 
microorganismos por los complejos formados entre los compuestos fenólicos y los 
nutrientes (Deshpande y Salunkhe, 1982; McSweeney et al., 2001a).  
En relación a la interacción directa de los taninos con las enzimas 
microbianas, diversos autores han observado una disminución de las mismas por 
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efecto de estos compuestos (Bell et al., 1965; Hussain y Cheeke, 1995; Apajalahti 
et al., 1998). Por ejemplo, Makkar et al. (1988a), tras analizar diversas enzimas 
producidas por la microbiota del rumen en bovinos, observaron que, a excepción de 
la glutamato amonio ligasa, la actividad de las enzimas hidrolíticas (i. e., ureasa, 
proteasa, carboximetilcelulasa) así como la de aquellas relacionadas con la 
asimilación de nitrógeno (i. e., glutamato deshidrogenasa, alanino 
aminotransferasa, glutamina sintetasa) se redujeron por efecto de los taninos 
presentes en las hojas de roble (Quercus incana). Asimismo, la actividad 
endoglucanasa de Fibrobacter succinogenes S85, encargada de la hidrólisis de la 
celulosa, disminuyó por efecto de los TC de Lotus corniculatus en condiciones in 
vitro (Bae et al., 1993).   
Otro mecanismo que reduce la actividad bacteriana en el rumen es la 
interacción directa con las bacterias, por ejemplo, mediante la unión a sus paredes 
celulares. De este modo, los taninos pueden producir un efecto inhibitorio sobre el 
crecimiento de ciertos microorganismos ruminales (e. g., Fibrobacter succinogenes, 
Butyrivibrio fibrisolvens, Ruminobacter amylophilus o Streptoccocus bovis), tal y 
como han observado diversos autores (Bae et al., 1993; Jones et al., 1994; Reed, 
1995; McSweeney et al., 2001a; Min et al., 2002). Así, McSweeney et al. (2001b) 
registraron que, en ovejas, la ingestión de Calliandra calothysus reducía 
considerablemente la población de bacterias celulolíticas tales como Ruminococcus 
spp. y F. succinogenes, que son consideradas como unas de las bacterias más 
activas en la digestión de la celulosa (Chesson y Forsberg, 1997); mientras otros 
como Min et al. (2002) observaron este efecto inhibitorio sobre poblaciones 
bacterianas con actividad proteolítica (e. g., Clostridium proteoclasticum, S. bovis, 
Eubacterium sp.).  
Por último, con respecto a la privación de sustrato, la formación de 
complejos entre los taninos y las proteínas, los polisacáridos o los minerales 
(Jansman, 1993) puede provocar que la actividad de las bacterias ruminales se 
reduzca de forma considerable (Makkar et al., 1988a; Bento et al., 2005). 
Frente al efecto inhibitorio de los taninos sobre la microbiota ruminal 
descrito, también se ha observado que determinadas bacterias (e. g., Butyrivibrio 
fibrisolvens, Streptococcus gallolyticus, algunas especies del filo Proteobacteria, 
Clostridium botulinum) son relativamente resistentes a la presencia de estos 
polifenoles en la dieta (Jones et al., 1994; Nelson et al., 1998; McSweeney et al., 
1999a; Odenyo et al., 2001), debido a que poseen ciertas características que les 
permiten contrarrestar su efecto (Smith et al., 2005). Entre tales cualidades se 
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podrían señalar, por ejemplo, la de degradar los taninos y emplear los productos 
metabólicos para su propio crecimiento (Krumholz y Bryant, 1986), la de formar una 
estructura polimérica extracelular que les otorga una relativa protección (Krause et 
al., 2005) o la de incrementar la actividad de enzimas menos susceptibles a los 
taninos, como las que poseen menor cantidad de puntos de anclaje para unirse 
(Bae et al., 1993), o aquellas que son menos dependientes de los metales y, por 
tanto, menos vulnerables a su efecto quelante (Chung et al., 1998).  
Para finalizar, es oportuno hacer una breve mención al efecto que los 
taninos pueden producir sobre la fauna ruminal, ya que generalmente provocan una 
reducción en el número de protozoos (Wang et al., 1994; Makkar et al., 1995c). Así, 
Monforte-Briceño et al. (2005), en una prueba in vitro en la que se utilizaron como 
sustrato diversas especies leñosas con distintos contenidos de TC, observaron que 
aquellas con elevadas concentraciones de taninos mostraban una capacidad 
defaunadora sobre los entodiniomorfos, que son una población de protozoos 
predominante en el fluido ruminal bovino (Göçmen et al., 2003) y con actividad 
celulolítica (Bohatier et al., 1990); sin embargo, sobre los holotricos no se registró 
efecto alguno. Otros autores, por el contrario, no han observado ningún efecto de 
los taninos sobre el recuento protozoario (McSweeney et al., 2001b; Śliwiński et al., 
2002).   
 
II.3.3. Efectos post-ruminales 
Como ya se ha mencionado previamente, los complejos formados entre los 
taninos y los nutrientes poseen diferente grado de reversibilidad (Pérez-Maldonado 
et al., 1995), lo que condicionará, en gran medida, el efecto sobre el proceso de 
digestión post-ruminal. En este sentido, se ha observado que tales complejos, 
estables a pH ruminal, pueden disociarse a pH más ácidos como el del abomaso o 
más alcalinos como el del duodeno (Jones y Mangan, 1977), posibilitando así la 
digestión de la proteína y la absorción de aminoácidos en el intestino (Barry et al., 
1986; Waghorn et al., 1987; Barahona et al., 1997). Por el contrario, también se ha 
comprobado que la composición monomérica de los taninos (Aerts et al., 1999b; 
Lascano et al., 2003; Andersson et al., 2006) o las propiedades químicas de las 
proteínas pueden condicionar la escisión de los complejos formados. Al respecto, 
González et al. (2002) observaron que una gran cantidad de proteína procedente de 
la harina de soja permanecía unida a los TC en el abomaso y Pérez-Maldonado y 
Norton (1996) encontraron en las heces de ovejas proantocianidinas procedentes 
del alimento unidas a las proteínas.  
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Además, si se produce la ruptura de los complejos con los taninos, estos 
podrían reaccionar con las enzimas digestivas del intestino provocando un 
detrimento de su actividad (Horigone et al., 1988; Longstaff y McNab, 1991). Así, 
Silanikove et al. (1994) en ovejas y Silanikove et al. (1996) en cabras observaron 
que el consumo de Ceratonia siliqua (5% TC; expresados en equivalentes de 
taninos de quebracho) redujeron la actividad de las enzimas tripsina y amilasa. 
Frente a estos resultados, también se ha registrado que la reacción de los taninos 
con las proteínas de la pared intestinal puede estimular la secreción de proteínas 
como la hormona del crecimiento, la cual incrementa la retención de nitrógeno 
(Davis et al., 1970; Muir et al., 1983). De hecho, varios autores han observado una 
mayor retención de nitrógeno por efecto de los taninos presentes en la dieta (Egan 
y Ulyatt, 1980; Carulla et al., 2001). Por lo tanto, tal y como evidenciaron estudios in 
vitro (Mole y Waterman, 1985; Ahmed et al., 1991), la acción de los taninos puede 
provocar tanto un efecto positivo como negativo sobre la actividad de las enzimas 
digestivas en función del tipo o dosis de tanino.  
Todo lo expuesto anteriormente sugiere que el efecto de los taninos sobre la 
digestión post-ruminal puede variar de manera considerable. Por ejemplo, con 
respecto a la digestión de la proteína en el intestino, la adición a la torta de soja de 
ácido tánico (Hervás et al., 2000) o de un extracto comercial de taninos de 
quebracho (Frutos et al., 2000) en ovejas, únicamente produjo una disminución de 
la digestión intestinal in vitro de la proteína con las dosis más elevadas (13% y 15%, 
respectivamente). De forma similar, Cortés et al. (2009), tras evaluar la digestión de 
la proteína de varias leguminosas (Calliandra calothyrsus, Flemingia macrophylla y 
Leucaena leucocephala) en novillos, indicaron que solamente la inclusión de 0,9 g 
de taninos purificados de la propia especie/g proteína produjo una menor digestión, 
mientras que las dosis inferiores no provocaron efecto alguno (0,3 g y 0,6 g/g 
proteína). 
En relación a la digestión de los hidratos de carbono, los resultados son 
igualmente variables. Así, Barry y Manley (1986), tras observar una menor 
degradación ruminal de los estructurales, registraron un efecto compensatorio con 
altas concentraciones de TC presentes en Lotus pedunculatus sobre la digestión de 
los fácilmente fermentables (i. e., azúcares solubles y pectinas). Por el contrario, la 
inclusión de distintas dosis de taninos purificados de Vicia faba (8, 16 y 24 g/kg 
MS), no afectó negativamente a la digestión del almidón (Treviño et al., 1992). 
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II.4. ADAPTACIÓN DE LOS RUMIANTES AL CONSUMO DE TANINOS 
Los rumiantes que consumen de forma regular taninos suelen desarrollar 
mecanismos adaptativos de carácter etológico y fisiológico que les permiten mitigar 
los efectos negativos derivados de la ingestión elevada de este tipo de compuestos 
secundarios (McArthur et al., 1991; Clauss et al., 2005; Mlambo et al., 2007). 
En relación con los mecanismos etológicos observados, estos incluyen, 
entre otros, la regulación del ritmo de ingestión para evitar la sobrecarga de los 
sistemas de destoxificación (Murdiati et al., 1992; Provenza, 1995; Shaw et al., 
2006) o el consumo combinado de distintos compuestos secundarios. Con respecto 
a este último mecanismo, algunos autores han observado un incremento del 
consumo de ciertas especies vegetales que poseen distintos compuestos 
secundarios, debido a que su combinación puede provocar una disminución o una 
inhibición de los efectos negativos que estos provocarían si se consumiesen 
individualmente (Freeland y Janzen, 1974; Freeland et al., 1985; Burrit y Provenza, 
2000; Lyman et al., 2008), siempre y cuando dichos compuestos difieran en sus 
efectos o sean destoxificados por diferentes vías (Freeland y Janzen, 1974). En 
este sentido, Rogosic et al. (2006) observaron un mayor consumo de especies 
arbustivas por las cabras cuando estas ingerían conjuntamente especies ricas en 
taninos y en saponinas. Ambos compuestos son agentes quelantes y pueden 
formar complejos entre ellos en el tracto intestinal, inhibiendo así la acción de unos 
y otros (Freeland et al., 1985). 
Con respecto a los mecanismos fisiológicos desarrollados por los rumiantes 
que se describirán más en profundidad a continuación, se encuentran la secreción 
de proteínas salivares específicas (Mole et al., 1990; Dearing et al., 2005), 
modificaciones en las proporciones poblacionales de la microbiota ruminal (Smith, 
1992) o la producción microbiana de enzimas que degradan los taninos (Nemoto et 
al., 1995; Odenyo et al., 2001). 
 
II.4.1. Proteínas específicas de la saliva 
La producción de proteínas salivares con una alta afinidad por los taninos es 
uno de los mecanismos de adaptación observado en algunos animales que 
consumen de forma regular taninos (Mole et al., 1990; Carlson, 1993). Este tipo de 
proteínas, debido a sus características moleculares y su composición aminoacídica 
(Muenzer et al., 1979; Hagerman y Butler, 1981), tienden a formar complejos con 
los taninos evitando así la unión de estos con las proteínas de la dieta (Provenza y 
Malechek, 1984; Austin et al., 1989). 
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En las especies animales donde se ha estudiado la presencia de este tipo de 
proteínas salivares, se han determinado dos grandes grupos, las histatinas 
(Bennick, 2002), que únicamente se han hallado en la saliva del humano y otros 
primates (Sabatini et al., 1989; Bennick, 2002), y las proteínas ricas en prolina 
(PRP; Bacon y Rhodes, 2000). 
La producción de PRP es inducida por la presencia regular de taninos en la 
dieta (Mole et al., 1990; Carlson, 1993; Da Costa et al., 2008), lo que confirma su 
protagonismo en la adaptación al consumo de estos. Se trata de un tipo de 
proteínas en las que la prolina supone al menos un 20% del total de los 
aminoácidos que las constituyen (Kauffman y Keller, 1979; Mehansho et al., 1985; 
Mole et al., 1990). Además, la glicina, la glutamina y el ácido glutámico son también 
particularmente abundantes. Mole et al. (1990), tras comparar las PRP de 
numerosas especies animales, concluyeron que estos cuatro aminoácidos 
representaban entre el 70% y el 90% de su composición aminoacídica. No 
obstante, es interesante señalar que, dentro del grupo de las PRP, las glicosidadas 
o ácidas no muestran una alta afinidad por los taninos (Lu y Bennick, 1998). 
Los complejos formados entre los taninos y las PRP son estables a lo largo 
de todo el tracto gastrointestinal, excretándose la mayoría de ellos en las heces sin 
disociarse (Mole et al., 1993; Skopec et al., 2004).  
Aunque las PRP se han observado en la saliva de diversas especies 
animales (e. g., el ratón, el conejo o la rata; Mehansho et al., 1985; Mole et al., 
1990; Ferreira et al., 1992), incluidos rumiantes como el ciervo, es necesario 
señalar que, hasta el momento, no se han hallado en la saliva de las cabras, las 
ovejas o las vacas (Makkar y Becker, 1998b; Vaithiyanathan et al., 2001). Al 
respecto, Austin et al. (1989), tras analizar la saliva del ciervo, la oveja y la vaca, 
observaron que las proteínas halladas en el primero eran muy similares a las PRP 
observadas en otros animales (Mehansho et al., 1985), aunque su producción no se 
incrementaba por el consumo continuado de taninos; dichas proteínas no se 
encontraron en la saliva de las otras dos especies (i. e., la oveja y la vaca). Fickel et 
al. (1998) obtuvieron similares resultados con el corzo al compararlo con la oveja y 
Bennick (2002) señaló su ausencia en la saliva de la vaca y de la oveja. 
Por último, existe un tercer grupo de proteínas en la saliva de los rumiantes 
que, aunque difieren en términos de tamaño molecular, composición, etc., de las 
histatinas y las PRP (Makkar y Becker, 1998b; Shimada, 2006), también muestran 
una elevada afinidad por los taninos. La producción de tales proteínas, que se 
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encuentran en la saliva de rumiantes como la cabra, la oveja o la vaca, es 
constante y no se ve inducida por dietas con un alto contenido de taninos (Austin et 
al., 1989). En este sentido, Makkar y Becker (1998b) hallaron este tipo de proteínas 
en la saliva de ganado vacuno que consumía frecuentemente taninos, pero también 
en aquellos animales que nunca los habían ingerido, concluyendo que su secreción 
no podía ser un mecanismo de adaptación por parte del rumiante. 
Para finalizar, diversos autores han indicado que la glándula parótida, donde 
se produce la mayor parte de la saliva, presenta un tamaño superior en animales 
ramoneadores que en pastoreadores (Hofmann, 1989; Robbins et al., 1995), 
sugiriendo que esa diferencia de tamaño puede deberse a la capacidad de los 
primeros para producir proteínas salivares capaces de unirse a los taninos (Robbins 
et al., 1987b; Austin et al., 1989). También se ha comprobado que la glándula 
parótida puede hipertrofiarse en rumiantes como la cabra cuando consumen taninos 
de forma regular (Vaithiyanathan et al., 2001; Hofmann et al., 2008). 
 
II.4.2. Adaptación de la microbiota ruminal 
Los animales que ingieren frecuentemente taninos pueden mostrar una 
adaptación a su consumo debido, en parte, a la presencia de microorganismos 
ruminales capaces de superar sus efectos negativos (Bernays et al., 1989). 
Se ha observado que las bacterias son capaces de formar una estructura 
polimérica extracelular (denominada glucocáliz) alrededor de su pared celular 
(Degeest y De Vuyst, 1999) inducida por la presencia de taninos, impidiendo así el 
acceso de estos a los puntos de anclaje de las paredes bacterianas (Nicholson et 
al., 1986; Chiquette et al., 1988; O’Donovan y Brooker, 2001). Por ejemplo, Krause 
et al. (2005) observaron que los TC de Calliandra callothyrsus, el ácido tánico y los 
TH de Acacia angustissima indujeron la formación de una matriz polisacárida 
extracelular en Streptococcus gallolyticus.  
Además de las estructuras formadas por las propias bacterias para paliar el 
efecto de los taninos, otro mecanismo observado para contrarrestar su efecto es la 
modificación de las proporciones de los distintos grupos taxonómicos presentes en 
el rumen. Al respecto, se ha señalado que la tolerancia a la presencia de taninos en 
la dieta varía entre las diferentes especies de bacterias (Odenyo et al., 1997; 
McSweeney et al., 2000; Molan et al., 2001) y en la mayoría de los casos se ha 
registrado una mayor resistencia por parte de las gram negativas (e. g., 
Selenomonas ruminantium, Fibrobacter succinogenes, Escherichia coli) que de las 
gram positivas (e. g., Clostridium proteoclasticum; Nelson et al., 1998; Odenyo et 
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al., 2001; Krause et al., 2004). Sin embargo, esto no siempre se cumple. Por 
ejemplo, en el ganado ovino, Krause et al. (2004) observaron que el consumo de 
Acacia angustissima provocó un incremento de F. succinogenes, Ruminococcus 
albus, R. flavefaciens, S. ruminantium y S. gallolyticus, y una disminución de 
Butyrivibrio fibrisolvens y S. bovis. Por su parte, Nelson et al. (1998) aislaron cepas 
de los géneros Streptococcus y Eubacterium presentes en la oveja, la cabra y el 
ciervo que poseían una gran resistencia a altas concentraciones de TC y TH. 
Otro mecanismo desarrollado por la microbiota ruminal para mitigar el efecto 
de los taninos es su degradación. En relación a ello, aunque algunos autores han 
señalado la posibilidad de que los TC sean degradados por las bacterias ruminales 
(Deschamps y Lebeault, 1984; Mutabaruka et al., 2007), lo cierto es que la 
comunidad científica coincide en la teoría de que únicamente los TH pueden ser 
degradados por los microorganismos y así ha sido constatado en numerosas 
ocasiones (Odenyo et al., 1999; Wiryawan et al., 2000; Odenyo et al., 2001; Barman 
y Rai, 2008). Por lo tanto, a pesar de que, ocasionalmente, se ha observado una 
gran resistencia por parte de la microbiota ruminal a altas concentraciones de TC 
(Nelson et al., 1995; Miller et al., 1997; Jones et al., 2001), es improbable que dicha 
resistencia sea consecuencia de la degradación de estos taninos.  
En lo que respecta a los TH, la enzima tanino acil hidrolasa (conocida 
comúnmente como tanasa) provoca su hidrólisis actuando sobre las uniones éster o 
depsídicas de su estructura molecular (Niehaus y Gross, 1997; Mondal et al., 2000). 
Esta enzima, producida por hongos y bacterias (Bajpai y Patil, 1997; Vaquero et al., 
2004), puede ver incrementada su actividad debido al consumo regular de taninos 
(Skene y Brooker, 1995; Odenyo et al., 2001). Además de las tanasas, en el 
metabolismo de los TH participan otras enzimas como, por ejemplo la fenoloxidasa, 
que lleva a cabo una reacción de oxidación provocando la escisión de las uniones 
C-C (Tagger et al., 1998; Gnanamani et al., 2001), o aquellas que producen la 
descarboxilación de los TH dando lugar a pirogalol a partir de ácido gálico (Brune y 
Schink, 1992).  
Con respecto a las reacciones enzimáticas involucradas en la hidrólisis de 
los TH, diversas bacterias son capaces de degradar los taninos hidrolizables dando 
lugar a productos como el ácido gálico, el fluoroglucinol y el resorcinol (O’Donovan 
y Brooker, 2001; Barman y Rai, 2006; 2008). Así, Odenyo et al. (2001) observaron 
que bacterias de los géneros Selenomonas y Streptococcus presentes en el rumen 
de las ovejas y las cabras eran capaces de degradar los TH.  
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II.5. TOXICIDAD DE LOS TANINOS 
Según McLeod (1974), la toxicidad de los taninos está relacionada con su 
peso molecular. Al respecto, los taninos condensados, debido a su elevado tamaño 
y a la improbabilidad de ser degradados por la microbiota ruminal, no pueden ser 
absorbidos (Terrill et al., 1994; Makkar et al., 1995c), a diferencia de lo que ocurre 
con los taninos hidrolizables, cuya hidrólisis en el rumen puede dar lugar a una 
serie de metabolitos que, tras absorberse, alcanzan el torrente sanguíneo y causan 
un efecto tóxico sistémico, dañando órganos como el hígado o el riñón, 
(McSweeney et al., 1988; Garg et al., 1992; Mazzuchelli et al., 2000; Frutos et al., 
2005).  
Por lo tanto, aquellas plantas que poseen TH potencialmente pueden 
provocar una intoxicación en rumiantes, tal y como se ha observado con diversos 
géneros taxonómicos, caracterizados por su alto contenido de TH: Terminalia 
(McSweeney et al., 1988), Clidemia (Murdiati et al., 1990) o Quercus (Garg et al., 
1992; Yeruham et al., 1998; Frutos et al., 2005). 
Aunque algunos trabajos han observado que el consumo continuado de TC 
puede dar lugar a afecciones localizadas en el aparato digestivo como, por ejemplo, 
gastritis, edema intestinal y enteritis (Sandusky et al., 1977) o a la formación de 
úlceras y el incremento de histocitos en la mucosa del yeyuno y del íleon (Dawson 
et al., 1999), posteriormente se ha observado que los TC únicamente podrían 
provocar este tipo de lesiones en cantidades muy elevadas, tal y como registraron 
Hervás et al. (2003b) que, tras administrar diferentes dosis, tan solo hallaron 
úlceras y material necrótico en la mucosa de los preestómagos así como procesos 
degenerativos en la pared intestinal en aquellas ovejas que habían recibido la dosis 
más alta, la cual raramente sería consumida por los animales en condiciones 
naturales. Además, es necesario indicar que los TC, a menos que alteren 
gravemente el epitelio intestinal permitiendo su absorción y el desarrollo de un daño 
similar al de los TH, no provocan una intoxicación sistémica (McLeod, 1974). 
 
II.5.1. Intoxicación por el consumo de hojas de roble 
Las especies botánicas pertenecientes al género Quercus se caracterizan 
por su elevado contenido de taninos, principalmente TH (Feeney y Bostock, 1968), 
habiéndose constantado en numerosas ocasiones la toxicidad provocada por el 
consumo de hojas de roble en el ganado vacuno (Sandusky et al., 1977; Neser et 
al., 1982; Garg et al., 1992; Yeruham et al., 1998; Vermeire y Wester, 2001), que 
llegan a suponer, en algunos casos, enormes pérdidas económicas (Spier et al., 
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1987). La intoxicación parece producirse por el efecto de algunos metabolitos de los 
TH originados a partir de su degradación por la microbiota ruminal y su posterior 
absorción hasta alcanzar el torrente sanguíneo (Spier et al., 1987). 
La principal cualidad epidemiológica de esta enfermedad es su carácter 
estacional, ya que la intoxicación tiende a presentarse en primavera coincidiendo 
con el rebrote del roble (Spier et al., 1987), cuando las hojas son muy jóvenes y 
tiernas y la concentración de taninos hidrolizables es máxima (Makkar et al., 
1988b). Al respecto, Merrill y Schuster (1978) clasificaron las distintas especies de 
Quercus como plantas generalmente aceptables para el ganado y únicamente 
tóxicas en momentos puntuales de su desarrollo fenológico.  
En relación a su distribución geográfica, se trata de una afección que no se 
ha establecido de forma endémica en ninguna región, aunque la incidencia y 
prevalencia de la intoxicación son destacables, por ejemplo, en áreas donde, en 
determinados momentos, factores como una climatología adversa provocan la 
escasez de otra fuente de alimento disponible (Spier et al., 1987; Yeruham et al., 
1998). 
 
II.5.1.1. Etiología y patogenia 
Como se ha comentado inicialmente, la intoxicación provocada por el 
consumo de hojas de roble parece derivar del efecto de los TH presentes en dichas 
hojas o de los productos de su metabolismo (Spier et al., 1987) que, tras ser 
absorbidos principalmente en el intestino, se distribuyen de forma sistémica por el 
torrente sanguíneo (Zhu et al., 1995). La instauración y el desarrollo de la 
intoxicación pueden estar condicionados por multitud de factores, tales como la 
especie de roble ingerida, el estado de madurez de las hojas, el estado nutricional 
del animal o la cantidad ingerida (Waghorn y McNabb, 2003). Con respecto a este 
último factor, actualmente aún existen muchas incógnitas ya que, en la mayoría de 
los casos recogidos en la literatura científica, el estudio comenzó una vez se había 
instaurado y desarrollado la intoxicación (Sandusky et al., 1977; Garg et al., 1992; 
Yeruham et al., 1998; Mazzuchelli et al., 2000). 
Diversos autores han observado que las especies del género Quercus 
consumidas por los rumiantes difieren en las proporciones de los distintos tipos de 
taninos (Makkar et al., 1991; Khazaal et al., 1993; Makkar y Becker, 1998a; Yarnes 
et al., 2008), pudiendo así resultar unas más tóxicas que otras. Sin embargo, todas 
se caracterizan por poseer un alto contenido de TH (Salminen et al., 2004; Elahi y 
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Rouzbehan, 2008), como la vescaligina y la castaligina, entre otros (Lei, 2002; 
Salminen et al., 2004; Yarnes et al., 2008).  
Con relación al estado nutricional de los animales previo al consumo de las 
hojas de roble, Illius y Jessop (1995) indicaron que los animales con una baja 
condición corporal o bajo condiciones de estrés, como un déficit nutritivo, presentan 
una menor capacidad para degradar o tolerar toxinas. Según los autores, esto es 
debido a que llevar a cabo los procesos de destoxificación y eliminación requiere 
nutrientes adicionales (Illius y Jessop, 1996). Por ello, los efectos suelen verse 
intensificados en animales que, aunque consumen la misma cantidad de toxinas, 
presentan peor estado nutricional (Freeland y Janzen, 1974; Villalba et al., 2006). 
Como ya se ha apuntado previamente, la intoxicación derivada del consumo 
de hojas de roble se ha asociado frecuentemente a la escasez de otro tipo de 
alimento disponible, originada, por ejemplo, a partir de una situación climatológica 
adversa. Al respecto, diversos trabajos han señalado que los rumiantes pueden 
alterar la selección de su dieta y consumir puntualmente determinadas especies 
vegetales, incluyendo algunas tóxicas para ellos, en un intento de cubrir sus 
necesidades nutritivas (Tayler, 1959; Provenza, 1995; Villalba et al., 2006). Shaw et 
al. (2006) observaron que si los animales tenían cubiertas sus necesidades, no 
consumían otro alimento. Sin embargo, si no las tenían cubiertas, sí lo hacían, 
aunque este pudiese resultar tóxico, lo que demuestra que la selección de la dieta 
está influida por el estado nutricional del animal (Villalba y Provenza, 1999). 
Es interesante señalar que la mayoría de los trabajos que han intentado 
reproducir la intoxicación por el consumo de hojas de roble en condiciones 
experimentales se han llevado a cabo con ovejas (Zhu et al., 1992) o cabras (Ben 
Salem et al., 2005a) como unidades experimentales, siendo muy escasos los 
ensayos realizados en el vacuno. También se han realizado estudios utilizando 
como modelo de los TH el ácido tánico, pero su efecto no puede ser extrapolado al 
provocado por los taninos del roble (Plumlee et al., 1998). 
 
II.5.1.2. Cuadro clínico y lesional 
La sintomatología clínica y los hallazgos anatomopatológicos de la 
intoxicación provocada por los TH han sido descritos en numerosas ocasiones. En 
relación al cuadro clínico, este puede incluir diarrea hemorrágica, oliguria, anorexia, 
debilidad, hipomotilidad o estasis ruminal como síntomas principales (Spier et al., 
1987; Garg et al., 1992; Frutos et al., 2005). Con respecto al estudio 
anatomopatológico, la necropsia permite observar lesiones principalmente en el 
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riñón, tales como necrosis tubular, congestión o hemorragias en la corteza renal. 
Otros hallazgos pueden incluir ascitis, hidrotórax, edema perirrenal, alteraciones 
hepáticas, etc. (Spier et al., 1987; Garg et al., 1992; Frutos et al., 2005). 
El riñón es el órgano diana en la intoxicación por roble (Sandusky et al., 
1977; Spier et al., 1987; Neser et al., 1982; Plumlee et al., 1998) y las 
concentraciones de urea y creatinina plasmáticas (Garg et al., 1992; Sanderson, 
2005) son los principales parámetros sanguíneos indicativos de la función renal. No 
obstante, aunque la concentración de urea en sangre ofrece una mayor sensibilidad 
en el diagnóstico (Pourjafar et al., 2003), dicho parámetro, a diferencia de la 
creatinina, puede verse afectado con mayor facilidad por etiologías no relacionadas 
con una disfunción renal (Elrod y Butler, 1993; Sanderson, 2005) y, por ello, suele 
utilizarse mayoritariamente la concentración de creatinina (Sanderson, 2005; 
Ndlovu et al., 2007).  
 
II.5.1.3. Tratamiento y pronóstico 
Algunos autores (Blakley, 2005; Wina et al., 2005) han señalado que un 
tratamiento preventivo que podría resultar beneficioso para aquellos animales que 
consumen hojas de roble sería la administración de un suplemento con hidróxido de 
calcio al 10-15%, debido a su capacidad para unirse a los taninos y evitar así su 
acción. Sin embargo, una vez instaurada la intoxicación, el tratamiento con 
hidróxido cálcico, purgantes (e. g., aceite mineral, sulfato de sodio o sulfato de 
magnesio) o ruminatorios, la fluidoterapia para corregir la deshidratación y la 
acidosis, y la renovación de la microbiota ruminal mediante la inoculación con 
contenido ruminal de animales sanos, resultarían los únicos potencialmente 
efectivos siempre que el curso de la enfermedad se encuentre en una fase inicial 
(Knight, 1999; Blakley, 2005).  
Al respecto, Ben Salem et al. (2003) observaron que el aporte de PEG a 
cabras que manifestaron signos de intoxicación por el consumo de Quercus 
coccifera provocó una mejora del cuadro clínico, registrándose una normalización 
de las frecuencias cardiaca y respiratoria, las contracciones ruminales o la 
temperatura corporal. Ostrowski et al. (1989) observaron que novillos que se habían 
recuperado completamente de una intoxicación por roble, lograron alcanzar un 
buen desarrollo corporal debido a una ganancia de peso compensatoria y un mejor 
índice de conversión. Por el contrario, cuando los signos clínicos son muy evidentes 
y el daño renal es muy severo, un mal pronóstico es lo más común (Knight, 1999).  
 
Revisión bibliográfica 
40 
II.6. EFECTOS DE LOS TANINOS SOBRE LA PRODUCCIÓN ANIMAL   
En la literatura científica se recogen multitud de trabajos que han 
demostrado la influencia que los taninos de la dieta pueden tener en el bienestar 
animal y en las diversas áreas englobadas dentro de la Producción Animal, tales 
como la reproducción o la producción de lana, leche y carne (Min et al., 2003; 
Ramírez-Restrepo y Barry, 2005; Rochfort et al., 2008), aunque es importante 
señalar que los resultados obtenidos son muy diversos y, en ocasiones, 
contradictorios (Vasta et al., 2008). A continuación, de forma muy general, se 
describen algunos de estos efectos.  
La lana es principalmente proteína, con un alto contenido de cisteína 
(McDonald et al., 1999) y, por ello, la mayor limitación para su crecimiento es la 
cantidad y la composición de aminoácidos disponibles, particularmente los 
azufrados (Reis et al., 1990; Reis y Sahlu, 1994). En este sentido, Wang et al. 
(1994) observaron que, por efecto de los TC presentes en Lotus corniculatus, en las 
ovejas que consumieron dicha leguminosa se produjo una menor degradación 
ruminal de los aminoácidos esenciales azufrados, lo que derivó en un mayor flujo 
de cisteína hacia la producción de lana. También Min et al. (2001) encontraron una 
mayor producción de lana (18%) en ovejas que consumieron L. corniculatus (1,8% 
TC) debido a una mejor utilización de la proteína. 
La eficiencia reproductiva es otro factor que también puede verse afectado 
por la presencia de taninos en la dieta. Por ejemplo, Waghorn et al. (1990) 
registraron un incremento de este parámetro en ovejas que consumieron L. 
corniculatus y sugirieron que pudo deberse al aumento de la concentración de 
aminoácidos esenciales en plasma debido a la acción de los TC. Estos resultados 
concuerdan con los de Min et al. (2001) que, tras considerar la respuesta obtenida 
en animales suplementados con PEG, sugirieron que los TC de L. corniculatus 
provocaron una menor pérdida embrionaria, una mayor tasa de ovulación o una 
mayor fecundidad en las ovejas que consumieron dicha leguminosa.  
En relación con la producción de leche, el uso de forrajes con una moderada 
concentración de TC puede incrementar la producción láctea y tener un efecto 
positivo sobre su concentración de proteína debido a una mayor disponibilidad de 
aminoácidos esenciales (Wang et al., 1996). Sin embargo, una elevada 
concentración de TC puede provocar un efecto inverso. Gilboa et al. (2000) 
observaron que la adición de PEG con el fin de inhibir el efecto de los taninos de la 
dieta, incrementaba la producción de leche así como las concentraciones de grasa 
y proteína de la misma. Asimismo, Cabiddu et al. (2005) registraron un incremento 
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en la concentración de ácidos grasos poliinsaturados de la leche debido, 
probablemente, a los taninos presentes en la dieta que, al modificar la microbiota 
del rumen, habrían reducido el proceso de biohidrogenación de tales ácidos grasos. 
Posteriormente, los mismos autores (Cabiddu et al., 2009) observaron que los TC 
de Hedysarum coronarioum, provocaron una menor concentración de ácido 
linoleico conjugado (CLA) y de ácido vaccénico en la leche en ovejas, pero una 
mayor concentración de los ácidos grasos linoleico y linolénico y una reducción de 
ácidos grasos trans y de la relación  ω6/ω3. 
Con respecto a la producción de carne, parece que los taninos también 
pueden modificar sus propiedades nutricionales. Así, se ha observado que la 
ingestión de Ceratonia siliqua en corderos dio lugar a una menor concentración de 
CLA y ácido vaccénico en la grasa intramuscular (Vasta et al., 2007). 
Anteriormente, otros autores (Priolo et al., 2005) no habían encontrado ningún 
efecto atribuible a los taninos sobre la concentración de estos, aunque la baja 
concentración de TC (1,8%) de Hedysarum coronarium pudo no ser suficiente para 
influir negativamente sobre la actividad de los microorganismos ruminales 
responsables de la biohidrogenación de los ácidos grasos de la dieta. 
Además de sobre el perfil lipídico de la grasa, diversos estudios han indicado 
que los taninos también pueden ejercer un efecto sobre propiedades organolépticas 
de la carne como el flavor, aunque los resultados obtenidos son bastante 
contradictorios. En este sentido, Priolo et al. (2005) observaron una concentración 
superior de escatol en la grasa perirrenal de ovejas que ingirieron Hedysarum 
coronarium, sin verse influida tal concentración por la adición de PEG. Por el 
contrario, un estudio in vitro demostró que los TC de Dorycnium rectum redujeron la 
síntesis de escatol a través de la reducción de la degradación proteica ruminal 
(Tavendale et al., 2005). Además, en relación al índice de luminosidad, 
característica deseable para el consumidor, se han observado mejoras en el color 
de la carne proveniente de animales que consumen taninos (Priolo et al., 2005). 
Para finalizar, convendría hacer mención, aunque sea muy someramente, al 
efecto que los taninos producen sobre las emisiones de metano (López et al., 
2010). Al respecto, diversos autores han indicado que los taninos podrían reducir 
tales emisiones, observándolo en el ganado caprino (Puchala et al., 2005; Animut et 
al., 2008), ovino (Carulla et al., 2005; Hess et al., 2006b) o bovino (Min et al., 2005). 
Esta reducción supondría una disminución de la energía perdida por el rumiante 
(Mueller-Harvey, 2006; Rochorf et al., 2008) y daría como resultado un incremento 
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de la eficiencia de aprovechamiento de los nutrientes destinados al mantenimiento 
o a fines productivos. 
 
II.7. ESTRATEGIAS PARA EVITAR O DISMINUIR LOS EFECTOS 
NEGATIVOS DE LOS TANINOS 
Con el objetivo de poder inhibir el efecto negativo de los taninos, se han 
desarrollado diversos tratamientos de naturaleza física o química capaces de 
desactivarlos o reducir su contenido en las especies vegetales consumidas por los 
rumiantes (Makkar, 2003; Mueller-Harvey, 2006).  
Entre los tratamientos físicos, el almacenamiento, el troceado de las 
muestras o el control de la temperatura de conservación (Makkar y Singh, 1992a; 
Makkar y Becker, 1996; Ben Salem et al., 2005b) han mostrado ser mecanismos 
eficaces para disminuir el contenido de taninos. Con respecto al almacenamiento, la 
disminución tiene lugar de forma natural durante el proceso de senescencia 
(Makkar y Singh, 1991b; Makkar y Singh, 1993). Así, Salminen (2003), tras 
almacenar hojas de Betuna pubescens a temperatura ambiente, sugirió que el 
catabolismo de los TH podría ser la razón de la significativa disminución observada 
en su contenido. También se ha mencionado que la fragmentación puede resultar 
eficaz ya que puede facilitar un mayor acceso de ciertas enzimas presentes en las 
plantas capaces de oxidar o hidrolizar los taninos, provocando una disminución de 
los mismos (Makkar y Singh, 1993).  
Por otra parte, se ha demostrado que la combinación de varios tratamientos 
físicos puede resultar más eficaz. En este sentido, Ben Salem et al. (2005b) 
sugirieron que el tratamiento más eficiente para desactivar los taninos de Acacia 
cyanophylla era embeber con agua la muestra fragmentada y almacenarla bajo 
condiciones de anaerobiosis.  
Existen también diversos agentes químicos que han resultado eficaces 
desactivando o disminuyendo el contenido de taninos. Entre ellos se encuentran los 
agentes oxidantes como el dicromato de potasio, el peróxido de hidrógeno o el 
hipoclorito sódico, los solventes orgánicos como el etanol, el metanol y la acetona y 
los  agentes alcalinos como el hidróxido de sodio y el bicarbonato sódico (Reichert 
et al., 1980; Makkar y Singh, 1992a; Alam et al., 2005; Mahmood et al., 2007), 
aunque la gran desventaja de la mayoría de estos es la pérdida de nutrientes 
solubles que tiene lugar durante el proceso de eliminación de los taninos (Makkar y 
Singh, 1992a). Otros compuestos químicos como la urea, la ceniza o agentes con 
una elevada afinidad por los taninos como el polietilenglicol (PEG) o la 
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polivinilpolipirrolidona (PVPP), que se han estudiado con mucha más profundidad 
(Makkar, 2005), no muestran dicha desventaja. 
Los taninos poseen una gran capacidad reductora y, a su vez, son 
susceptibles de ser oxidados ante la presencia de un compuesto oxidante siempre y 
cuando la reacción redox tenga lugar en un medio alcalino (Makkar et al., 1993; 
Makkar, 2003). Por todo ello, compuestos como la urea o las cenizas, debido a su 
naturaleza alcalina, han resultado eficaces reduciendo el contenido de taninos de 
las hojas de especies como Acacia cyanophylla (Ben Salem et al., 2005c) o 
Quercus incana (Makkar y Singh, 1992b), o inhibiendo su efecto (Russell y Lolley, 
1989; Vitti et al., 2005; Krebs et al., 2007).  
Como se ha indicado, existen ciertos agentes químicos que muestran una 
elevada afinidad por los taninos. Con respecto a la PVPP, se trata de un polímero 
extremadamente hidrofílico que presenta afinidad por los taninos a los que se une 
principalmente por puentes de hidrógeno (Loomis y Battaile, 1966; Doner et al., 
1993).  
Otro agente químico que muestra una elevada afinidad por los taninos es el 
PEG, un polímero sintético que tiende a unirse con los taninos formando complejos 
estables (Makkar et al., 1995b) e, incluso, puede llegar a desplazarlos de complejos 
previamente formados con las proteínas, liberando así la molécula proteica (Barry y 
Manley, 1986; Ben Salem et al., 2005a). De hecho, numerosos trabajos han 
demostrado que el uso del PEG puede dar lugar a una inhibición del efecto negativo 
de los taninos, provocando un incremento de la eficiencia de utilización de los 
nutrientes de las especies ricas en estos compuestos secundarios (Jones y Palmer, 
2000; Getachew et al., 2001; Bhatta et al., 2004; Rogosic et al., 2008). Entre los 
principales efectos positivos, caben señalar incrementos en la ingestión voluntaria 
(Decandia et al., 2008; Motubatse et al., 2008), una mayor digestibilidad de la 
proteína (Decandia et al., 2000; Moujahed et al., 2005), un mayor ritmo y extensión 
en la fermentación in vitro de la materia seca y la fibra neutro detergente 
(McSweeney et al., 1999b), un incremento en la producción de leche (Gilboa et al., 
2000) o mayores ganancias de peso en corderos (Akkari et al., 2008) y en cabras 
(Gilboa et al., 2000). Sin embargo, resulta esencial señalar que la afinidad del PEG 
por los taninos depende de diversos factores como el tipo de tanino, la cantidad, la 
especie que los consuma, etc. (Jones y Mangan, 1977) y, de hecho, se ha 
observado que dicho polímero no siempre revierte el efecto de los taninos (Frutos et 
al., 2004b). 
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III. ENSAYO 1: Consumo de hojas jóvenes de roble por el ganado 
vacuno: efecto sobre la actividad fermentativa del rumen y 
fisiopatología. 
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III.1. INTRODUCCIÓN 
En la Introducción general de este trabajo de investigación se señaló que la 
intoxicación del ganado vacuno por taninos hidrolizables, asociada al consumo de 
hojas jóvenes de roble, es una enfermedad frecuente que se presenta repetidamente 
cada primavera en zonas de media montaña de nuestro país (Mazzuchelli et al., 2000). 
Aunque algunos estudios han descrito la intoxicación (Garg et al., 1992), existe un 
importante desconocimiento acerca del efecto del consumo de HR sobre la utilización 
digestiva de la dieta (y particularmente sobre la fermentación ruminal), que estará 
condicionado, supuestamente, por la posible adaptación de la microbiota ruminal a la 
presencia de estos compuestos secundarios (Krause et al., 2005).  
En este punto, sería conveniente mencionar, por un lado, que hasta la fecha, 
ningún trabajo previo ha indicado qué cantidad de HR es necesario ingerir para que se 
produzca la intoxicación, aún cuando se sabe que el efecto de los taninos sobre la 
fermentación ruminal dependerá indudablemente de la cantidad consumida (Mathieu y 
Jouany, 1993; Hervás et al., 2003a). Por otro lado, ya que la aparición del cuadro 
tóxico se ha relacionado con situaciones de escasez de otros recursos alimenticios 
(Spier et al., 1987), cabe suponer que la restricción de alimento sufrida por los 
animales será la principal responsable de la ingestión elevada de HR por parte del 
ganado. Sin embargo, tampoco se ha establecido la importancia de este factor.  
Por tanto, todo lo expuesto reflejaría la importancia de estudiar el efecto del 
consumo de una cantidad conocida de HR de Quercus pyrenaica, con o sin una 
restricción de alimento previa, sobre la fermentación ruminal y la posible adaptación de 
la microbiota del rumen, así como la fisiopatología que pudiera derivarse de dicho 
consumo. 
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III.2.1. OBJETIVO Y DISEÑO EXPERIMENTAL 
Esta prueba experimental se llevó a cabo con el objetivo de estudiar el 
efecto provocado por el consumo de una cantidad moderada (≈2,5 kg/animal·día) o 
elevada (≈5 kg/animal·día) de hojas jóvenes de roble (Quercus pyrenaica) sobre la 
fermentación ruminal y la fisiopatología que pudiera derivarse de dicho consumo. 
Con el fin de poder cumplir el objetivo descrito, se llevaron a cabo una serie 
de estudios (in vivo, in situ e in vitro) para analizar parámetros representativos de la 
fermentación ruminal. Además, mediante un seguimiento clínico diario y el estudio 
de parámetros hematológicos y urinarios indicativos fundamentalmente de la 
función renal, se realizó un estudio del perfil biopatológico de la posible intoxicación.  
Inicialmente, durante dos semanas (periodo de adaptación), 6 erales fueron 
sometidos a una moderada restricción de alimento en la que la ración diaria cubría 
alrededor de 0,7 veces sus necesidades energéticas de mantenimiento (≈5 kg heno 
de hierba/animal·día; AFRC, 1993), con el fin de simular las condiciones de escasez 
de alimento a las que se enfrentan los animales previamente al consumo de hojas 
de roble.  
Posteriormente, los animales fueron distribuidos en tres grupos en función 
de su peso vivo (PV) y se llevó a cabo la administración de las dietas 
experimentales, consistentes en 0, 2,5 y 5 kg MF de HR/animal·día.  
Además de la correspondiente cantidad de HR, todos los erales recibieron a 
diario ≈1,7 kg de heno de hierba que intentaba representar la baja disponibilidad de 
otra fuente de alimento cuando los animales ingieren tales cantidades de HR en 
condiciones naturales. Las dietas experimentales fueron administradas durante 14 
días con el objetivo de simular el periodo en que, de acuerdo con estudios previos 
del grupo de investigación, las hojas jóvenes de roble parecen presentar la máxima 
concentración de TH.  
Finalmente, tras cesar la administración de las dietas experimentales, los 
animales volvieron a recibir la misma ración ofrecida en el periodo de adaptación 
para analizar la evolución de los parámetros nutricionales y biopatológicos una vez 
concluido el consumo de HR.  
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Figura 4. Organigrama de la Prueba I. 
 
 
  ▪ Pruebas in vivo de fermentación ruminal (días 0, 5, 11 y 21) 
  ▪ Pruebas in situ de fermentación ruminal (días 0, 6, 12 y 20) 
  ▪ Prueba in vitro de fermentación ruminal (día 15) 
  ▪ Recogida de sangre y orina (días 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 28) 
  ▪ Exploración clínica (días 0 a 28; diariamente) 
 
 
III.2.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
III.2.2.1. Animales experimentales 
Se utilizaron 6 erales de raza parda de aproximadamente 1,3 años de edad. 
Hasta su traslado a la finca experimental, los animales habían sido criados en la 
montaña oriental leonesa bajo un sistema de manejo extensivo alternando en su 
alimentación la leche materna y el pastoreo, sin acceso al roble. 
 Cuando los animales llegaron a la Estación Agrícola Experimental 
(actualmente Instituto de Ganadería de Montaña), se alojaron de forma permanente 
en una nave que reunía los requisitos exigidos por la normativa vigente sobre 
bienestar animal para los animales de investigación, recogidos en el Real Decreto 
1201/2005 sobre protección de los animales utilizados para experimentación y otros 
fines científicos (BOE de 10 de octubre de 2005).  
Aproximadamente dos meses antes de que diese comienzo la prueba 
experimental todos los animales fueron canulados en el rumen. La intervención 
quirúrgica y el protocolo higiénico-medicamentoso se realizaron tal y como se 
describe a continuación. 
La implantación de las cánulas ruminales (Amkon, Estados Unidos), con un 
diámetro interno de 11 cm, se realizó mediante ruminotostomía en la Facultad de 
Veterinaria de la Universidad de León. Durantes los 7 días precedentes a la 
intervención, se aplicó una terapia preventiva con un antibiótico inyectable 
combinado (Eupen Plus; Fatro Uriach Veterinaria, España). El agua de bebida y la 
Adaptación Administración de HR Post-administración de HR
Días de experimento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 280
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comida se les retiró 12 y 24 horas, respectivamente, antes de la intervención. El 
post-operatorio incluyó un tratamiento antimicrobiano durante 8 días con el mismo 
compuesto comercial previamente utilizado, limpieza y desinfección diaria con agua 
y Betadine (Viatris Pharmaceuticals S, Suecia), y la aplicación de Dermaflón crema 
(Pfizer, Estados Unidos) y Frámicas de uso tópico (Laboratorios Ovejero, España) 
para acelerar el proceso de cicatrización de las heridas quirúrgicas y evitar 
infecciones.  
 Para la ejecución del experimento, los 6 erales, con un peso vivo medio de 
534 kg ± 29,6 kg, se distribuyeron en 3 grupos experimentales equilibrados en 
función de su PV y se denominaron:  
C: grupo que actuó como control.  
M: grupo que recibió una cantidad moderada de HR (≈2,5 kg/animal·día).  
A: grupo que recibió una cantidad elevada de HR (≈5 kg/animal·día). 
Los animales se distribuyeron en plazas individuales equipadas con un 
colchón de goma corrido y se utilizó el sistema tradicional de cadena al cuello como 
método de agarre para su estabulación. Al frente de cada plaza disponían de un 
comedero individual y un bebedero de nivel constante, situándose en la parte 
posterior el foso de recogida de deyecciones. 
 
III.2.2.2. Dietas experimentales 
 Antes de comenzar el ensayo experimental propiamente dicho, los animales 
recibieron durante 14 días una dieta de adaptación consistente en 5 kg de heno de 
hierba (raigrás) por animal y día, la cual cubría alrededor de 0,7 veces sus 
necesidades energéticas de mantenimiento (AFRC, 1993). Este periodo de 
adaptación finalizó el día 0 de experimento. A continuación, se comenzó la 
administración de las dietas experimentales (días 1-14 de experimento) cuya 
composición química se refleja en la tabla 2 y que consistieron en:  
C: 14 g MS de heno de hierba/kg PV0,75·día  
M: 14 g MS de heno de hierba/kg PV0,75·día + 7 g MS de HR/kg PV0,75·día  
A: 14 g MS de heno de hierba/kg PV0,75·día + 14 g MS de HR/kg PV0,75·día  
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Tabla 2. Composición química (g/kg MS; excepto donde se especifique de forma distinta) del heno de 
hierba y las hojas de roble de las dietas experimentales. 
 
 Heno HR 
MS (g/kg MF) 875 ± 0,6 298 ± 4,4 
MO 912 ± 0,4 956 ± 0,9 
PB 106 ± 1,4 184 ± 2,7 
FND 678 ± 0,4 354 ± 6,6 
FAD 360 ± 3,0 146 ± 3,7 
LAD 39 ± 5,8 20 ± 0,6 
TT* nd 230 ± 3,8 
AG nd 11,0 ±1,47 
AE nd 18,6 ±1,25 
nd: no determinado. 
* expresados en equivalentes de ácido tánico. 
 
Los erales recibieron el heno de hierba en el comedero en una sola toma 
diaria. Las hojas de roble, tras descongelarlas por la noche a temperatura ambiente 
(≈4 ºC) y trocearlas parcialmente intentando simular la rotura producida por la 
masticación del animal, se administraron introduciéndolas a través de la cánula 
repartidas en dos tomas diarias, la primera a las 9:00 h de la mañana (60% del total 
de las HR, junto con el heno) y la segunda transcurridas aprox. 12 horas (40% 
restante).  
Finalizada la administración de las dietas experimentales, los 6 erales 
volvieron a recibir durante 14 días (días 15-28 de experimento; ver figura 4) la 
misma cantidad de heno que se les había ofertado durante el periodo de adaptación 
(5 kg/animal·día).  
 
III.2.2.2.1. Hojas de roble 
 Las hojas de roble (Quercus pyrenaica) utilizadas en este experimento se 
recogieron en un robledal de una zona de media montaña de la franja oriental 
leonesa (finca “El Plumar”; 800 msnm) ubicada en la localidad de Sahechores (42º 
63’ norte y 5º 2’ oeste), perteneciente a la comarca de Esla-Campos. 
 Las hojas, rebrotes de color cenizo rosáceo y con aspecto aterciopelado, se 
recolectaron a mano durante la segunda quincena del mes de mayo de 2005. A 
medida que se recogían, se iban guardando en sacos de plástico y, cada 5 kg 
aproximadamente, se congelaban en un arcón a -18 ºC instalado en las 
dependencias de la propia finca. Al finalizar el día, se transportaban a la Estación 
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Agrícola Experimental donde se conservaron congeladas a -30 ºC hasta su uso. 
Estas HR se utilizaron en los tres experimentos englobados en el Ensayo 1. 
 
III.2.2.3. Degradación ruminal in situ 
Durante los días 0 (control), 6, 12 y 20 de experimento (ver figura 4), 
utilizando la técnica de las bolsas de nailon (Orskov y McDonald, 1979), se estimó 
la degradación ruminal in situ de la MS del heno y las hojas de roble tras 24 horas 
de incubación. 
Las bolsas utilizadas para las incubaciones (15 cm x 10 cm) se 
confeccionaron con un tejido de nailon (Saatilon 120.38 W PW, Saati Serigrafía 
Ibérica, España) que tenía un tamaño de poro de 45 µm. 
Las muestras de los sustratos utilizados en la incubación in situ, cuya 
composición química figura en la tabla 2, se secaron en una estufa de aire forzado 
(RTV-200, Heraeus, Alemania) a 53 ºC hasta peso constante y se molieron en un 
molino centrífugo (ZM 1000, Retsch, Alemania) con una malla de 4 mm de paso. 
Tanto el heno como las hojas de roble se incubaron por duplicado, es decir, 
cada día señalado se incubó un total de 12 muestras de heno y 12 muestras de 
hojas de roble [3 grupos × 2 animales (réplicas) × 2 bolsas (duplicados)]. Tras pesar 
las bolsas vacías, se llenaron con 5 g de sustrato, se cerraron sellando con calor el 
extremo abierto y se les anudó una cuerda de 15 cm de longitud unida a una 
cadena de metal de 50 cm de largo, que se fijó mediante un mosquetón al tapón de 
la cánula ruminal. Este tipo de sujeción permitió que las bolsas quedasen 
sumergidas completamente en el contenido del rumen y se pudiesen mover 
libremente. 
Los días indicados, las bolsas se introdujeron en el rumen antes de la 
administración de la comida de la mañana y, transcurridas 24 horas, se extrajeron, 
se lavaron ligeramente con agua fría y se congelaron a -30 ºC.  
Para llevar a cabo las determinaciones analíticas pertinentes, las bolsas se 
descongelaron en una cámara frigorífica a 4 ºC, se lavaron en una lavadora 
automática (LSB-7416, New Pol, España) con agua fría, se secaron en la estufa de 
aire forzado a 53 ºC hasta peso constante y se pesaron. 
Todas las pesadas se llevaron a cabo en una balanza electrónica (BP221S, 
Sartorius, Alemania). 
 
Prueba I (Ensayo 1) 
56 
III.2.2.4. Parámetros indicativos de la fermentación ruminal in vivo 
Los días 0, 5, 11 y 21 de experimento (ver figura 4) se tomaron muestras de 
fluido ruminal para analizar una serie de parámetros indicativos de la fermentación 
ruminal, como el pH y la concentración de amoniaco y ácidos grasos volátiles 
(AGV).  
El líquido ruminal se recolectó antes de la administración de la comida de la 
mañana a través de la cánula ruminal. Se recogieron muestras tanto de la fase 
sólida como de la fase líquida del contenido ruminal, extrayendo una muestra 
representativa del total. Esta se filtró a través de dos capas de gasa e 
inmediatamente después se midió el pH con un pH-metro de mesa (GLP 22, Crison, 
España).  
Para conservar las muestras en las que se determinaría la concentración de 
amoniaco, se acidificaron 4 ml de fluido ruminal con 4 ml de ácido clorhídrico 0,2 N 
(Panreac Química, España). 
Para poder llevar a cabo el posterior análisis de AGV, se mezclaron 0,8 ml 
de fluido ruminal con 0,5 mL de una solución desproteinizante en microtubos de 
polipropileno de 2 mL de capacidad (Eppendorf, Alemania). La solución 
desproteinizante contenía 20 g/L de ácido metafosfórico (Sigma-Aldrich, Alemania) 
disueltos en 0,5 mL de ácido clorhídrico 0,5 N. Además, se adicionaron 4 g/L de 
ácido crotónico (Merck, Alemania) como patrón interno en el análisis. 
Todas las muestras recogidas se almacenaron a -30 ºC hasta su posterior 
análisis. 
 
III.2.2.5. Fermentación ruminal in vitro 
El día 15 de experimento (ver figura 4) se estudió la fermentación ruminal in 
vitro mediante una adaptación de la técnica de producción de gas descrita por 
Mauricio et al. (1999), tal y como se describe a continuación.  
En primer lugar es importante señalar que, en esta prueba in vitro, debido a 
la subalimentación sufrida por los erales del grupo control, se consideró probable 
que la actividad fermentativa de sus inóculos no fuese suficiente para llevar a cabo 
una incubación de 120 horas en un sistema cerrado en el que no existe renovación 
de los microorganismos. Por ello, se creyó oportuno utilizar como grupo control, el 
fluido ruminal recogido de dos erales, criados y manejados en idénticas condiciones 
a las descritas en el apartado III.2.2.1 para los demás 6 erales, y mantenidos con la 
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dieta del periodo de adaptación (i. e., 5 kg heno/animal·día) a lo largo de todo el 
experimento.  
La composición química de las hojas de roble y el heno de hierba utilizados 
como sustratos de la incubación figura en la tabla 3. Las muestras se secaron en la 
estufa de aire forzado a 53 ºC hasta peso constante y se molieron en un molino 
centrífugo (ZM 1000, Retsch, Alemania) con una malla de 1 mm de paso.  
 
Tabla 3. Composición química (g/kg MS) del heno de hierba y las hojas de roble incubados in vitro. 
  PB FND FAD TT* AG AE 
Heno 158 ± 0,3 482 ± 4,9 299 ± 5,8 nd nd nd 
HR 194 ± 4,3 284 ± 5,9 181 ± 2,5 230 ± 3,8 11,0 ± 1,13 18,8 ± 0,97 
nd: no determinado 
* expresados en equivalentes de ácido tánico 
 
El día que comenzó la prueba in vitro, se recogieron muestras del contenido 
del rumen de cada animal a través de la cánula y antes de la comida de la mañana. 
Una vez recolectado, se filtró a través de dos capas de gasa y el fluido ruminal, que 
sería utilizado como inóculo en la incubación, se transportó inmediatamente al 
laboratorio en termos, procurando conservar en lo posible sus condiciones de 
anaerobiosis y temperatura.  
Se incubaron 18 muestras (500 mg MS) de heno y 18 muestras de hojas de 
roble [3 grupos x 2 inóculos (réplicas) x 3 botellas] con 10 mL de fluido ruminal y 40 
mL de medio de cultivo (McDougall, 1948; ver tabla 4) en botellas con una 
capacidad de 125 mL. Además, se añadieron 18 blancos (3 grupos x 2 inóculos x 3 
botellas; botellas con inóculo ruminal y medio de cultivo pero sin sustrato). 
Antes de iniciarse la incubación, el medio de cultivo se mantuvo en un baño 
de agua a 39 ºC gaseando con CO2 durante aprox. 60 minutos para asegurar su 
reducción. Cada inóculo ruminal, una vez filtrado nuevamente a través de 4 capas 
de gasa, se mezcló con el medio de cultivo en la proporción anteriormente señalada 
(1:4; v/v) y se dosificaron 50 mL en cada una de las botellas. Finalmente, estas se 
cerraron herméticamente con tapones de caucho y anillas de aluminio y se 
introdujeron en un incubador (UFP 500, Memmert, Alemania) a 39 ºC. 
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Tabla 4. Composición química del medio de cultivo utilizado en la prueba in vitro de producción de gas 
(McDougall, 1948). 
Solución Solución final Concentración parcial 
(compuestos químicos) (ml/L) (/L) 
Solución de macrominerales 208,1  
Na2HPO4 · 12 H2O  (g)  9,45 
KH2PO4  (g)  6,20 
MgSO4 · 7 H2O  (g)  0,60 
Solución tampón 208,1  
NH4HCO3  (g)  4,00 
NaHCO3  (g)  35,00 
Solución de microminerales 0,104  
Ca2Cl2 · 2 H2O  (g)  1,320 
Mn2Cl2 · 4 H2O  (g)  1,000 
Co2Cl2 · 6 H2O  (g)  0,100 
FeCl3 · 6 H2O  (g)  0,800 
Solución reductora 62,4  
Cisteína-NCl  (g)  6,25 
NaOH  1M (ml)  40,00 
Na2S · 9 H2O  (g)  6,25 
Solución de Resazurina 1,04  
Resazurina  (g)  0,01 
 
La producción de gas se registró midiendo la presión de gas (psi) producida 
en el espacio de cabeza de las botellas a las 2, 4, 6, 8, 10, 12, 15, 19, 24, 30, 36, 
48, 72, 96 y 120 horas post-incubación con la ayuda de un transductor de presión 
(T443A; Bailey & Mackey, Reino Unido) conectado a una pantalla (Tracker 223; 
Data Track Process Instruments, Reino Unido). Con una aguja de 0,6 mm de 
diámetro (Sterican, B.Braun, España) conectada al transductor, se pinchaba cada 
botella, registrando así la presión almacenada en el espacio de cabeza de las 
mismas. Después, el transductor se retiraba de la aguja y esta se mantenía 
insertada unos segundos en cada botella para permitir la salida de todo el gas 
acumulado en la misma. Tras cada lectura, las botellas se agitaban individualmente 
y se volvían a depositar en el incubador hasta la próxima lectura. 
A las 120 horas post-incubación se midió también la desaparición de MS 
(DMS120) y de MO (DMO120) para estimar la degradación ruminal in vitro de las 
muestras incubadas. Transcurrido el tiempo indicado, se interrumpió la incubación 
sumergiendo las botellas en agua y hielo picado. A continuación, las muestras se 
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filtraron utilizando crisoles porosos con un poro de 110-160 µm de abertura (Pirex, 
Reino Unido), junto con una bomba de vacío (KNF Neuberger, Francia) y un baño 
de ultrasonidos (JP Selecta, España) cuando fue necesario. La DMS120 se estimó 
introduciendo los crisoles en una estufa de aire forzado a 103 ºC durante 24 horas. 
La DMO120 se determinó mediante la incineración del residuo seco en un horno-
mufla (12-PR/400; Forns Hobersal, España) a 550 ºC durante 6 horas. 
Simultáneamente a la incubación anteriormente descrita (apartado III.2.2.5.), 
se incubaron 18 muestras más por sustrato (3 grupos x 2 inóculos [réplicas] x 3 
botellas por sustrato) durante 24 horas. Se interrumpió la incubación siguiendo el 
mismo procedimiento que con las botellas anteriores y de cada una se recogieron 
muestras en tubos de propileno de 10 ml de capacidad que posteriormente se 
centrifugaron (3000 x g, 4 ºC, 10 min; 5810R, Eppendorf, Alemania) para eliminar 
las partículas de sustrato.  
A continuación, se acidificaron 4 ml del sobrenadante de cada muestra con 4 
ml de HCl 0,2 N con el fin de conservar una muestra para la determinación de la 
concentración de amoniaco. Para estudiar la producción de ácidos grasos volátiles, 
se recogieron 0,8 ml del sobrenadante a los que se les añadió 0,5 ml de la solución 
desproteinizante junto con el patrón interno utilizados previamente (ver apartado 
III.2.2.4). Las muestras se almacenaron a -30 ºC hasta su posterior análisis.  
Una vez recogidas las muestras para amoniaco y AGV, el sedimento 
obtenido tras la centrifugación se devolvió a las botellas y se estimó la desaparición 
de MS tras 24 horas post-incubación (DMS24) siguiendo el mismo procedimiento 
utilizado para la DMS120. 
 
III.2.2.6. Cuadro clínico y perfil bioquímico 
Los animales fueron sometidos a una exploración clínica exhaustiva antes 
de que diese comienzo el ensayo y, durante toda la prueba experimental, se realizó 
un seguimiento clínico diario con el objetivo de registrar las posibles alteraciones 
que se fuesen presentando. 
Además, los días 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 y 28 se tomaron muestras de 
sangre y orina para analizar la concentración de urea y creatinina plasmáticas, y de 
urea y proteína en la orina (ver figura 4).  
Ambas muestras (orina y plasma) se recolectaron antes de la administración 
de la comida de la mañana. Las de orina se recogieron con la ayuda de una bolsa 
de plástico ajustada al vientre del eral con unas cuerdas que circundaban su 
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perímetro abdominal, unida a un aro metálico que facilitaban su adaptación a la 
anatomía del animal. Las muestras de sangre se extrajeron de la vena coccígea 
(entre la 5.º y 6.º vértebras caudales) utilizando agujas estériles y tubos de vacío 
(Venoject, Terumo, Estados Unidos). 
Tanto las muestras de sangre como las de orina se mantuvieron refrigeradas 
hasta el momento de su análisis, que se llevó a cabo a lo largo del día de 
recolección de las mismas. 
El seguimiento clínico de los animales y la recogida de las muestras se 
realizaron en colaboración con el Departamento de Medicina, Cirugía y Anatomía 
Veterinaria perteneciente a la Universidad de León. 
 
III.2.2.7. Análisis químicos 
Las determinaciones se realizaron por duplicado o por triplicado (los taninos 
totales) y no se aceptaron diferencias entre réplicas superiores a un 5%. 
 
III.2.2.7.1. Alimentos  
Para llevar a cabo el análisis químico convencional de los alimentos se 
utilizó la metodología definida por la Organización Internacional para la 
Estandarización correspondiente a la determinación del contenido de materia seca 
(MS; ISO 6496:1999), cenizas (ISO 5984:2002) y proteína bruta (PB; ISO 5983-
2:2005). 
El contenido de fibra neutro detergente (FND), fibra ácido detergente (FAD) y 
lignina ácido detergente (LAD) se determinaron siguiendo la metodología descrita 
por Van Soest et al. (1991) y Goering y Van Soest (1970) con la adición de sulfito 
sódico y se expresaron incluyendo la ceniza residual. Para llevar a cabo los análisis 
correspondientes se utilizó un analizador de fibra Ankom® 2000 (Ankom, Estados 
Unidos). 
 
III.2.2.7.1.1. Taninos  
Sobre las hojas de roble se realizó el análisis del contenido de taninos 
totales (TT) e hidrolizables (TH).  
 
Taninos totales  
El contenido de TT se estimó mediante la técnica del Folin-Ciocalteu descrita 
por Makkar (2000), basada en la capacidad reductora de los compuestos fenólicos 
y la capacidad oxidativa del reactivo mencionado. 
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La técnica del Folin-Ciocalteu permite determinar el contenido de fenoles 
totales y de fenoles simples y la diferencia entre los valores obtenidos proporciona 
el contenido de taninos totales de la muestra (Makkar et al., 1993), expresados en 
equivalentes de ácido tánico (AT). 
Previamente a este análisis, las muestras de hojas de roble que habían sido 
conservadas a -30 ºC se desecaron utilizando un liofilizador (LyoStar, FTS, Estados 
Unidos) y se molieron en el molino centrífugo con una malla de 0,5 mm de paso.  
Para la determinación, en primer lugar se eliminaron los pigmentos y los 
compuestos lipídicos que pudiesen contener las hojas de roble evitando así que 
interfiriesen en el análisis. Para ello, se realizaron lavados consecutivos de las 
muestras (200 mg MS) con una solución de éter dietílico con un 1% de ácido 
acético hasta que el sobrenadante resultó prácticamente incoloro. Posteriormente, 
el residuo obtenido de los lavados se secó en una estufa de aire forzado a 40 ºC 
durante 2 horas y se realizaron dos extracciones consecutivas de los fenoles totales 
mediante la adición de 10 ml de acetona al 70% en cada una de ellas.  A 
continuación, se tomó una alícuota de cada extracción para obtener un único 
extracto con el que se llevarían a cabo los análisis. 
Al extracto obtenido se le adicionó el reactivo Folin-Ciocalteu y una solución 
de bicarbonato sódico al 20% para proporcionar un medio alcalino. Se leyó la 
absorbancia de las muestras en un espectrofotómetro de doble haz (UV-1603, 
Shimadzu, Japón) a 725 nm y la cantidad de fenoles totales se calculó a partir de 
una recta de calibración en la que el ácido tánico (Merck, Alemania) era el estándar 
de referencia (Makkar, 2000). 
Para la determinación de los fenoles simples, el extracto que incluía los 
fenoles totales se sometió a un tratamiento con polivinilpolipirrolidona (PVPP; 
Sigma-Aldrich, Alemania) que provocó la precipitación de los taninos, quedando en 
el sobrenadante los fenoles simples. El contenido de los mismos se determinó de la 
misma forma descrita anteriormente para los fenoles totales.  
Como se indicó inicialmente, al calcular la diferencia entre los valores 
obtenidos de fenoles antes y después del tratamiento con PVPP se obtuvo el 
contenido de TT de la muestra.  
 
Taninos hidrolizables 
Para la determinación de los taninos hidrolizables de las hojas de roble 
(galotaninos y elagitaninos, como ácido gálico y ácido elágico), estas se procesaron 
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siguiendo el protocolo descrito por Makkar (2003) y después se analizaron 
mediante cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) por pares de iones, tal y 
como describen Moral et al. (2007). Los análisis se realizaron en el Departamento 
de Química y Física Aplicadas de la Universidad de León. 
 
III.2.2.7.2. Parámetros ruminales 
III.2.2.7.2.1. Ácidos grasos volátiles 
La concentración de ácidos grasos volátiles (ácidos acético, propiónico, 
butírico, isobutírico, valérico, isovalérico y caproico) en el líquido ruminal se 
determinó mediante cromatografía de gases (Carro et al., 1999), utilizando el ácido 
crotónico como patrón interno.  
Para llevar a cabo este análisis, las muestras se descongelaron a 4 ºC, se 
centrifugaron (12.000 x g, 10 minutos, 4 ºC) y se recogió el sobrenadante en viales 
de cromatografía. A continuación, se cuantificó la concentración de los AGV 
utilizando un cromatógrafo de gases (Autosystem XL, Perkin Elmer, Estados 
Unidos). 
 
III.2.2.7.2.2. Amoniaco 
La concentración de amoniaco de las muestras de líquido ruminal se estimó 
utilizando la metodología descrita por Weatherburn (1967).  
Para realizar el análisis, se descongelaron las muestras a 4 ºC, se 
centrifugaron (3000 x g, 10 minutos, 4 ºC) y se filtraron. Posteriormente, se trataron 
con hipoclorito sódico y con fenol, en un medio alcalino y, por último, se leyeron las 
absorbancias a 650 nm en el espectrofotómetro de doble haz. La concentración de 
amoniaco se estimó a partir de una recta de calibración con el cloruro de amonio 
como estándar de referencia. 
 
III.2.2.7.3. Parámetros sanguíneos y urinarios 
La determinación de las concentraciones de urea y creatinina plasmáticas y 
de urea en orina se llevó a cabo mediante espectrofotometría, mientras que la 
cuantificación de proteína en orina se realizó por nefelometría.  
Todos los análisis se realizaron en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales 
de la Universidad de León con un autoanalizador Cobas Integra 400 plus (Roche, 
Suiza). 
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III.2.2.8. Cálculos y análisis estadísticos 
En función de los valores de presión obtenidos, y tras corregirlos para la 
cantidad de MO incubada y el gas producido por los blancos, se estimó el volumen 
de gas mediante la siguiente ecuación de regresión (Hervás et al., 2005): 
Gas (mL) = 5,3407 x presión (psi) 
R2 = 0,9987; P<0,001 (n = 17.790) 
 
Los datos de producción de gas (G; mL/g MO) se ajustaron al modelo 
exponencial descrito por France et al. (2000): 
G = A {1 – exp [-c (t – lag)] } 
siendo : 
G, la producción de gas (mL/g MO) en el tiempo t  
A, la producción acumulada de gas (mL/g MO) 
c, el ritmo fraccional de producción de gas (/h) 
lag, el tiempo de retraso previo a que se inicie la producción de gas (h), y 
t, el tiempo de lectura del gas (h) 
 
Los parámetros A, c y lag se estimaron mediante el método DUD iterativo 
utilizando el procedimiento NLIN del paquete estadístico SAS (SAS, 2003). 
A partir de los parámetros anteriores y mediante la ecuación de France et al. 
(2000), se estimó la degradabilidad efectiva (DE; g/g) considerando un valor de 
ritmo de paso (kp) de 0,042 /h: 
DE = [c x DMS120/(c + kp)] exp (-Kp  x lag) 
 
El ritmo medio de fermentación (AFR; mL gas/h), definido como el ritmo 
medio de producción de gas en el intervalo de tiempo transcurrido entre el inicio de 
la incubación y el punto donde se alcanza la mitad de la asíntota, se calculó como: 
AFR = A x c/[2 (ln 2 + c x lag)] 
 
Los parámetros cinéticos de producción de gas (A, c y lag), la DE, el AFR, 
los datos de DMS y DMO a las 24 h y 120 h post-incubación y las concentraciones 
de amoniaco y AGV obtenidos en la prueba in vitro de fermentación ruminal se 
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estudiaron mediante un análisis de varianza de una vía utilizando el procedimiento 
GLM (General Linear Model) del paquete estadístico SAS (SAS, 2003), conforme al 
siguiente modelo: 
Yij = µ + Ti + Aj(i) + εij 
siendo: 
Yij, la variable dependiente, 
µ, la media, 
Ti, el efecto debido al tratamiento experimental,  
Aj(i), el efecto debido al inóculo anidado al tratamiento, que representa la 
varianza residual entre animales (variabilidad entre animales dentro de cada grupo 
experimental), y 
εi, el error residual 
 
Se admitieron como diferencias estadísticamente significativas aquellas con 
un nivel de significación (P) inferior a P<0,05, considerándose P<0,10 una 
tendencia a la significación. 
Cuando el nivel de significación (P) obtenido fue inferior a 0,10 se 
compararon las medias mediante una t de Student utilizando la opción pdiff de la 
sentencia LSMEANS del paquete estadístico SAS (SAS, 2003).  
Exceptuando la proteína en la orina, los parámetros sanguíneos y urinarios, 
los datos de la concentración de amoniaco y AGV obtenidos en la prueba in vivo y 
los datos de desaparición de materia seca obtenidos en la prueba in situ se 
analizaron mediante un análisis de medidas repetidas en el tiempo y de acuerdo 
con el siguiente modelo general:  
Yijk = µ + Ti + Aj(i) + Dk + TDik + εijk 
siendo: 
Yijk, la variable dependiente, 
µ, la media, 
Ti, el efecto debido al tratamiento experimental, 
Aj(i), el efecto debido al animal anidado al tratamiento, 
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Dk, el efecto debido al día, considerando el día como medida repetida en el 
tiempo, 
TDik, el efecto debido a la interacción entre el tratamiento experimental y el 
 día de experimento, y 
εijk, el error residual 
 
Para realizar este análisis estadístico se utilizó el procedimiento MIXED del 
programa estadístico SAS (SAS, 2003) y, tras comparar diferentes estructuras de 
covarianza: autorregresiva de primer orden (AR(1)), no estructurada (UN), de 
componentes de varianza (VC) y de simetría compuesta (CS), se eligió esta última 
por ajustarse mejor a los datos observados, ya que mostraba el menor valor en el 
criterio de información bayesiano (BIC). 
De nuevo, se admitieron diferencias estadísticamente significativas entre 
tratamientos cuando P<0,05, considerando P<0,10 una tendencia a la significación. 
La comparación entre medias se realizó del mismo modo que el descrito para los 
resultados obtenidos en la prueba in vitro.  
La presencia o ausencia de proteína en orina se analizó mediante un test 
exacto de Fisher, considerando inicialmente el periodo de administración de HR y, 
posteriormente, el periodo comprendido desde el final de la administración hasta 
que dio por concluido el ensayo. El análisis estadístico se realizó utilizando el 
procedimiento FREC del SAS (SAS, 2003). 
En el apartado Resultados III.2.3., las tablas que recogen los datos 
obtenidos en el análisis estadístico muestran siempre las medias ajustadas de cada 
parámetro.  
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III.2.3. RESULTADOS 
III.2.3.1. Degradación ruminal in situ 
En la tabla 5 figuran las medias ajustadas y los niveles de significación 
obtenidos cuando se analizaron estadísticamente los datos correspondientes a la 
desaparición de MS (g/g incubado) de las hojas de roble y del heno de hierba 
incubados in situ durante 24 horas en los animales de los tres grupos 
experimentales (C, M y A).  
 
Tabla 5. Desaparición de MS (DMS; g/g incubado) del heno y de las hojas de roble incubados in situ 
durante 24 horas, los días 0, 6, 12 y 20 de experimento, en los 3 grupos experimentales (C, M y A). 
Sustrato Día C M A 
Heno 0 0,722 A0,717 A0,717 
 6 0,703a B0,653b B0,632b 
 12 0,697 B0,672 A0,675 
 20 0,705 AB0,677 A0,698 
 µ 0,707a 0,680b 0,680b 
Roble 0 0,54 0,534 0,523 
 6 0,505 0,568 0,538 
 12 0,481 0,468 0,543 
 20 0,416 0,419 0,486 
 µ 0,486 0,497 0,522 
Nivel de significación Tratamiento Día Trat. x día eed 
Heno 0,0901 0,0156 0,5041 0,0223 
Roble 0,3854 0,1315 0,8734 0,0648 
  
eed: error estándar de la diferencia para la interacción. 
a,b Para cada sustrato, valores con distintos superíndices en la misma fila difieren significativamente 
entre tratamientos (P<0,05) o muestran una tendencia a la significación (P<0,10). 
A,B Para cada sustrato, valores con distintos superíndices en la misma columna difieren 
significativamente entre días (P<0,05) o muestran una tendencia a la significación (P<0,10). 
 
Como se puede observar (ver tabla 5), no se registró ninguna variación 
significativa sobre la DMS de las HR incubadas en situ. Por el contrario, con 
respecto a la degradación del heno, esta se redujo durante la administración de las 
dietas experimentales (P<0,05) en aquellos animales que consumieron el roble 
pero, al final del experimento, la reducción inicial desapareció casi por completo 
(ver día 20; tabla 5). La DMS de los tres grupos experimentales mostró una 
evolución paralela a lo largo del periodo experimental, no encontrándose una 
interacción de los factores de variación.  
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III.2.3.2. Parámetros indicativos de la fermentación ruminal in vivo 
El valor medio del pH del rumen durante todo el periodo experimental fue 
similar para los tres grupos: 7,4 ± 0,01. 
Las medias ajustadas y los niveles de significación obtenidos en el análisis 
estadístico de los indicadores de la fermentación ruminal in vivo, determinados los 
días 0, 5, 11 y 21 del experimento, se recogen en la tabla 6. Tal y como puede 
observarse, mientras que el consumo de las HR redujo considerablemente la 
concentración de amoniaco (P<0,05), la mayoría de los AGV analizados no se 
vieron afectados por el tratamiento. Únicamente, los AGV minoritarios de los grupos 
M y A (ver “otros”; tabla 6) mostraron una tendencia a ser inferiores con respecto al 
grupo control (P<0,10).  
En función del día de muestreo se observaron variaciones de la 
concentración amoniacal y de la de los AGV en los tres grupos experimentales, 
registrándose una reducción inicial que se corregía al final del experimento (ver día 
21; tabla 6).  
La mayoría de estos parámetros evolucionaron de forma paralela en los tres 
grupos experimentales, tal y como lo confirma la ausencia de interacciones 
significativas.  
Sobre la relación acético/propiónico no se observó efecto alguno (P>0,10), 
manteniéndose constante a lo largo del ensayo en los tres grupos experimentales. 
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Tabla 6. Concentración de amoniaco (mg/L), ácidos grasos volátiles [mmol/L; AGV totales (AGVT), ácidos acético, propiónico, butírico y otros] y relación acético/propiónico 
(A/P), los días 0, 5, 11 y 21 de experimento, en los 3 grupos experimentales (C, M y A). 
 
 
Amoniaco   AGVT   Ac. acético   Ác. propiónico 
Día C M A   C M A   C M A   C M A 
0 A106,2a A66,9b A79,0b  A57,1 B43,6 A43,8  A40,6 B32,9 A31,9  A10,5 AB6,7 A7,4 
5 B54,8a B10,6b B13,8b  C30,1 C30,0 B30,9  B22,4 C23,4 B23,9  B4,4 B4,4 B4,5 
11 B55,0a B12,8b B8,3b  C33,6 C30,7 AB39,0  B25,2 C22,7 AB28,8  B4,9 B5,3 A7,1 
21 A104,0a A82,4ab A72,9b  B55,4 A54,4 A45,8  A39,3 A38,8 A33,1  A9,9 A9,2 A8,1 
µ 80,0a 43,1b 43,5b  44,1 39,7 39,9  31,9 29,5 29,4  7,4 6,4 6,8 
eed 14,82   8,61   5,99   1,96 
Nivel de significación          
Trat. 0,0413  0,7647  0,8469  0,6784 
Día <0,0001  0,0002  0,0002  0,0020 
Trat. x día 0,6464   0,1705   0,1428   0,2339 
  
Ác. butírico   Otros*   A/P 
Día C M A   C M A   C M A 
0 A3,42 B2,39 2,48  A2,49a B1,69b A1,96ab  3,85 5,03 4,35 
5 B1,72 B1,74 2,08  B1,59a C0,51b B0,49b  5,08 5,31 5,33 
11 B1,76 B1,92 2,55  B1,84a C0,71b B0,61b  5,15 4,44 4,06 
21 A3,48 A3,65 2,58  A2,76a A2,68ab A1,93b  4,01 4,37 4,11 
µ 2,59 2,42 2,42  2,17a 1,40b 1,25b  4,52 4,79 4,46 
eed 0,727   0,431   0,707 
Nivel de significación           
Trat. 0,9161  0,0763  0,3460 
Día 0,0060  <0,0001  0,1082 
Trat. x día 0,1762   0,1854   0,5301 
eed: error estándar de la diferencia para la interacción. 
a,b Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices en la misma fila difieren significativamente entre tratamientos (P<0,05) o muestran una tendencia a la 
significación (P<0,10). 
A,B,C Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices en la misma columna difieren significativamente entre días (P<0,05) o muestran una tendencia a la 
significación (P<0,10). 
* Otros: AGV minoritarios (isobutírico, isovalérico, valérico y caproico). 
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III.2.3.3. Fermentación ruminal in vitro 
Los parámetros de producción de gas revelaron que la cinética de fermentación 
ruminal del heno se vio afectada negativamente por el consumo de HR, mientras que 
sobre las HR se observó el efecto antitético (ver tabla 7).  
Con respecto al heno, aunque la producción acumulada de gas (A) no mostró 
diferencias significativas entre los grupos experimentales, los ritmos fraccional y medio 
de fermentación (c y AFR) y la degradabilidad efectiva (DE) fueron inferiores (P<0,001) 
en los grupos que consumieron HR (i. e., M y A) con respecto al grupo control. En 
relación al tiempo de retraso previo al inicio de la fermentación (lag), el grupo M 
exhibió el mayor valor (P<0,05). 
 
Tabla 7. Parámetros cinéticos de producción de gas: A (mL/g MO; producción acumulada de gas), c (/h; 
ritmo fraccional de fermentación) y lag (h; tiempo de retraso previo a que se inicie la producción de gas), 
ritmo medio de fermentación (AFR; mL gas/h), degradabilidad efectiva (DE; g/g) y desaparición de materia 
seca (g/g incubado) tras 24 horas (DMS24) y 120 horas (DMS120) en las incubaciones in vitro del heno y 
las hojas de roble con fluido ruminal de los 3 grupos experimentales (C, M y A). 
 
Parámetro C M A eed Nivel de significación 
A      
Heno 305,9 306,4 302,1 2,33 0,2605 
Roble 221,9 227,2 231,4 4,31 0,1270 
c      
Heno 0,069a 0,043b 0,044b 0,0010 <0,0001 
Roble 0,013c 0,022b 0,026a 0,0015 <0,0001 
lag      
Heno 2,54b 2,67a 2,35b 0,104 0,0294 
Roble 0,07b 1,39a 2,10a 0,389 0,0007 
AFR      
Heno 12,13a 8,17b 8,27b 0,151 <0,0001 
Roble 2,02c 3,37b 4,00a 0,179 <0,0001 
DE      
Heno 0,383a 0,293b 0,279b 0,0079 <0,0001 
Roble 0,147c 0,201b 0,229a 0,0098 <0,0001 
DMS120      
Heno 0,682a 0,643b 0,601c 0,0149 0,0006 
Roble 0,631 0,629 0,656 0,0128 0,1014 
DMS24      
Heno 0,536a 0,424b 0,451b 0,0183 0,0001 
Roble 0,431b 0,516a 0,511a 0,0183 0,0008 
eed: error estándar de la diferencia. 
a,b,c Valores con distintos superíndices en la misma fila difieren significativamente entre tratamientos 
(P<0,05) o muestran una tendencia a la significación (P<0,10). 
Sin embargo, cuando el sustrato incubado fueron las HR, se observó que los 
parámetros mencionados anteriormente (i. e., ritmo medio de fermentación, ritmo 
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fraccional, tiempo de retraso previo al inicio de la fermentación y degradabilidad 
efectiva) fueron superiores (P<0,001) en los grupos M y A, siendo las diferencias 
mayores cuanto mayor fue la cantidad de HR administrada a los erales. Con respecto 
a la producción acumulada de gas (A), con las HR como sustrato tampoco se hallaron 
variaciones significativas entre los tres grupos experimentales. 
En relación a la DMS a las 24 horas de incubación, con los dos sustratos (i. e., 
HR y heno) esta variable mostró un comportamiento similar (P<0,001) al observado en 
los parámetros DE, AFR, c y lag. 
La tabla 8 muestra las medias ajustadas y los niveles de significación del 
análisis de la concentración de amoniaco y de las producciones netas de los ácidos 
grasos volátiles tras 24 horas de incubación in vitro. 
Las concentraciones de amoniaco de los grupos experimentales que 
consumieron el roble (i. e., M y A) resultaron significativamente inferiores (P<0,001) 
cuando el sustrato de la incubación fue el heno y las hojas de roble.  
En relación con los AGV, el tratamiento no afectó (P>0,10) a las producciones 
netas de los ácidos grasos volátiles totales (AGVT) ni a las de los principales AGV (i. 
e., ácidos acético, propiónico y butírico) obtenidas en la incubación del heno. Sin 
embargo, con las HR como sustrato, se observó un efecto significativo (P<0,05) sobre 
los AGV anteriormente mencionados (i. e., totales y los 3 mayoritarios), siendo, en 
todos los casos, las producciones más altas en aquellos animales que habían recibido 
las HR.   
Con respecto a los AGV minoritarios (ver “otros”; tabla 8), la producción neta de 
los mismos resultó inferior (P<0,05) cuando el heno se incubó con los inóculos de los 
animales pertenecientes a los grupos experimentales M y A. Por último, cuando se 
incubaron las HR, el consumo de roble incrementó la relación acético/propiónico 
(P<0,01). Sin embargo, cuando el heno fue el sustrato, el grupo M mostró el valor más 
bajo en relación a dicho parámetro.  
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Tabla 8. Concentración de amoniaco (mg/L) y producción neta de ácidos grasos volátiles [mmol/L; AGV 
totales (AGVT), ácidos acético, propiónico, butírico y otros] y relación acético/propiónico (A/P), tras 24 
horas en las incubaciones in vitro del heno y las hojas de roble con fluido ruminal de los 3 grupos 
experimentales (C, M y A).  
Parámetro C M A eed Nivel de significación 
Amoniaco      
Heno 333,8a 186,7b 176,9b 3,92 <0,0001 
Roble 213,3a 138,5b 143,7b 2,93 <0,0001 
AGVT 
 
 
 
  
Heno 38,4 35,2 35,2 3,12 0,5598 
Roble 15,7b 24,7a 27,2a 2,14 0,0004 
Ác. acético 
 
 
 
  
Heno 24,9 21,0 22,9 2,05 0,4422 
Roble 11,4b 18,4a 19,9a 1,58 0,0003 
Ác. propiónico  
 
  
Heno 8,75 8,96 8,25 0,832 0,3481 
Roble 2,99b 3,72ab 4,25a 0,407 0,0299 
Ác. butírico 
 
 
 
  
Heno 3,03 2,80 3,45 0,234 0,1033 
Roble 1,08c 2,31b 2,88a 0,216 <0,0001 
Otros* 
   
  
Heno 1,74a 0,85b 0,63b 0,288 0,0105 
Roble 0,21 0,27 0,18 0,125 0,7852 
A/P      
Heno 2,86a 2,26b 2,79a 0,137 0,0201 
Roble 3,87b 4,99a 4,75ª 0,315 0,0096 
   
eed: error estándar de la diferencia. 
a,b,c 
 Valores con distintos superíndices en la misma fila difieren significativamente entre tratamientos 
(P<0,05) o muestran una tendencia a la significación (P<0,10).   
* Otros: AGV minoritarios (isobutírico, isovalérico, valérico y caproico).  
 
III.2.3.4. Cuadro clínico y perfil bioquímico 
En la exploración clínica realizada a los animales a lo largo del experimento no 
se registró ningún síntoma compatible con un estado patológico. De hecho, los signos 
vitales (pulso, temperatura corporal, motilidad ruminal, etc) se mantuvieron a lo largo 
del experimento dentro de los rangos considerados fisiológicamente normales y en 
ningún momento se apreciaron alteraciones destacables en la actitud de los erales en 
estación o en decúbito, ni en su temperamento. Únicamente, se observó moco en las 
heces tras varios días de administración de HR, signo característico de la presencia de 
taninos en la dieta. 
La tabla 9 muestra los resultados del análisis estadístico de las concentraciones 
de urea y creatinina plasmáticas y de la concentración de urea en orina de los tres 
grupos experimentales a lo largo del experimento y la figura 5 los valores medios.  
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Ni en los parámetros sanguíneos ni en la concentración de urea en orina se 
observaron variaciones significativas (P>0,05) debidas al tratamiento o al efecto de la 
interacción de este con el tiempo. 
Tan sólo se pudo apreciar un significativo incremento (P<0,05) durante el 
periodo de administración de las dietas experimentales en las concentraciones de urea 
en sangre y orina de los tres grupos experimentales. Las variaciones observadas en la 
creatinina a lo largo del experimento no llegaron a resultar significativas (P>0,05). 
 
Tabla 9. Resultados del análisis estadístico de la concentración de urea (mg/dL) y creatinina (mg/dL) en 
sangre y de urea (g/dL) en orina de los 3 grupos experimentales (C, M y A). 
 
  
Urea plasmática Creatinina plasmática Urea en orina 
Tratamiento 0,6105 0,7597 0,2711 
Día 0,0004 0,0582 <0,0001 
Trat. x día 0,7642 0,6311 0,0532 
eed 4,8 0,37 0,9 
eed: error estándar de la diferencia para la interacción.  
 
 
Figura 5. Concentración de creatinina y urea plasmáticas (mg/dL) y proteína (mg/dL) y urea (g/dL) en la 
orina de los 3 grupos experimentales (■ C, ● M, ▲ A), a lo largo del ensayo. El área sombreada 
corresponde al periodo de administración de las HR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
La presencia de proteína en orina solamente se registró en aquellos animales a 
los que se les administraron hojas de roble (grupos M y A; P<0,01), observándose 
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valores similares en ambos lotes. Tras interrumpir la administración, la proteinuria 
desapareció y no se volvieron a registrar diferencias entre grupos. 
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III.3.1. OBJETIVO Y DISEÑO EXPERIMENTAL 
Tras los resultados obtenidos en la prueba anterior, pareció oportuno suponer que 
posiblemente la escasez de alimento a la que se ven sometidos los erales en condiciones 
prácticas antes de comenzar el consumo de HR, fuera bastante más drástica que la 
aplicada en la Prueba I. Además, quizá la cantidad de HR necesaria para que se 
desarrollase un cuadro de intoxicación fuese también más elevada que la administrada 
en dicha prueba. 
Por lo tanto, el objetivo planteado en esta 2ª prueba experimental fue estudiar el 
efecto del consumo de una cantidad muy elevada de hojas jóvenes de roble (≈10 
kg/animal·día) tras sufrir una restricción severa de alimento, sobre la actividad 
fermentativa del rumen, así como el cuadro tóxico que pudiese originarse. 
Nuevamente, se llevaron a cabo ensayos in situ, in vivo e in vitro para estudiar la 
fermentación ruminal y se controlaron diversos indicadores de una posible intoxicación.  
Tras un periodo de adaptación de 14 días, 6 erales fueron sometidos a una 
drástica restricción de alimento y, a continuación, se distribuyeron en dos grupos 
experimentales a los que se les administraron dos dietas diferentes, que aportaban 
prácticamente la misma cantidad de MS: aprox. 3,6 kg MF de heno de hierba/animal·día 
(control) y aprox. 10 kg MF de hojas de roble/animal·día.  
Posteriormente, se restauró la dieta recibida en el periodo de adaptación para 
poder observar la evolución de los parámetros clínicos y nutricionales tras el consumo de 
las HR.  
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Figura 6. Organigrama de la Prueba II. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  ▪ Pruebas in vivo de fermentación ruminal (días 1, 10 y 13) 
  ▪ Pruebas in situ de fermentación ruminal (días 1, 10, 13) 
  ▪ Prueba in vitro de fermentación ruminal (día 12) 
  ▪ Recogida de sangre y orina (días 0, 4, 9, 10, 11, 12, y 14) 
  ▪ Exploración clínica (días 0 a 15; diariamente) 
 
III.3.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
III.3.2.1. Animales y dietas experimentales 
Se utilizaron otros 6 erales de raza parda de aproximadamente 1,5 años de edad 
pertenecientes a la Estación Agrícola Experimental y que habían sido criados de la 
misma forma que los utilizados en la Prueba I (ver apartado III.2.2.1).  
Tanto la implantación quirúrgica de las cánulas como el protocolo higiénico-
medicamentoso realizado antes y después de la cirugía fueron idénticos a los 
desarrollados con los animales de la Prueba I, descritos en el apartado III.2.2.1.  
Para llevar a cabo el experimento, los 6 erales (PV inicial = 502 kg ± 25,5 kg), 
estabulados bajo las mismas condiciones que en la primera prueba, se distribuyeron en 2 
grupos experimentales equilibrados en función de su PV y se denominaron C: grupo que 
actuó como control y E: grupo que recibió una cantidad muy elevada de HR (≈10 
kg/animal·día).  
La procedencia y la composición química de las hojas de roble y el heno de hierba 
utilizados en este ensayo fueron las mismas que las de los utilizados en la Prueba I (ver 
apartado III.2.2.2). 
Tras un periodo de adaptación (14 días) en el que todos los animales ingirieron 5 
kg de heno/día, se les sometió a una severa restricción de alimento durante 8 días (4 kg 
heno/eral durante 2 días, 3 kg durante 1 día, 2 kg durante 4 días y 1 día de ayuno).  
3210 6 7 8 9 1514131211104 5Días de 
experimento
Administración 
de HRRestricción severa de alimento
Post-administración
de HRAdaptación
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Una vez finalizado el periodo de restricción severa de alimento, se comenzó con la 
administración de las dietas experimentales (días 9-11 de experimento; ver figura 6) que, 
para cada grupo experimental, consistieron en: 
 C: 35 g MS heno de hierba/kg PV0,75·día 
 E: 35 g MS hojas de roble/kg PV0,75· día  
La administración de estas dietas se tuvo que interrumpir repentinamente tras 3 
días debido a la aparición de un intenso cuadro de intoxicación en los erales del grupo E. 
A partir de ese momento, los animales volvieron a recibir la misma cantidad de heno 
administrada durante el periodo de adaptación (5 kg de heno/animal·día; días 12-15 de 
experimento; ver figura 6) durante 4 días, hasta que fueron sacrificados. 
Previamente a la administración diaria de las HR, estas se descongelaban por la 
noche a temperatura ambiente (≈6 ºC) y se troceaban siguiendo la misma metodología 
descrita en la Prueba I (ver apartado III.2.2.2.). Las hojas de roble se introducían a través 
de la cánula ruminal repartidas equitativamente en cinco tomas diarias, la primera a las 
9:00 h de la mañana y 4 tomas más con un intervalo aprox. de 3 horas entre una y otra 
(12:00, 15:00, 18:00 y 21:00 h). El heno de hierba se les ofrecía en el comedero en dos 
tomas diarias (9:00 y 15:00 h), recibiendo la mitad del total en cada una de ellas.  
A lo largo de toda la prueba, los animales dispusieron siempre de agua fresca a 
libre disposición. 
 
III.3.2.2. Degradación ruminal in situ 
Los días 1 (control), 10 y 13 de experimento (ver figura 6) se estudió la 
degradación ruminal in situ de los dos alimentos que componían las dietas 
experimentales. 
Para ello, utilizando la técnica de las bolsas de nailon se incubaron el heno de 
hierba y las hojas de roble durante 24 horas en el rumen de cada animal. Cada sustrato 
se incubó por duplicado, por lo tanto, cada día de los señalados anteriormente se 
incubaron 12 muestras de cada sustrato [2 grupos x 3 animales (réplicas) x 2 bolsas 
(duplicados)]. 
Las bolsas de nailon utilizadas y la metodología con la que se llevó a cabo la 
incubación fueron idénticas a las que se utilizaron en la Prueba I (ver apartado III.2.2.3). 
Sobre el residuo obtenido en la incubación se analizó la desaparición de materia seca 
(DMS) siguiendo la metodología descrita en dicho apartado. 
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III.3.2.3. Parámetros indicativos de la fermentación ruminal in vivo 
Los días 1, 10 y 13 de experimento (ver figura 6) se recogieron muestras de fluido 
ruminal para estudiar diversos parámetros indicativos de la actividad fermentativa del 
rumen. Las muestras se obtuvieron a través de la cánula ruminal antes de la 
administración de la comida de la mañana para la determinación de la concentración de 
amoniaco y de ácidos grasos volátiles y el registro del pH. 
El procedimiento utilizado para la recolección y la conservación de las muestras 
fue similar al descrito en el apartado III.2.2.4. de la Prueba I. 
 
III.3.2.4. Fermentación ruminal in vitro 
El día 12 de experimento (ver figura 6) se llevó a cabo un estudio de la 
fermentación ruminal in vitro de los dos componentes de las dietas experimentales 
mediante la técnica de producción de gas. 
La forma de recolección del fluido ruminal utilizado como inóculo en la incubación 
así como el desarrollo de la prueba in vitro fue idéntico al descrito en el apartado III.2.2.5. 
La composición química de las hojas de roble y el heno de hierba utilizados como 
sustratos de la incubación figura en la tabla 3 de ese mismo apartado.  
Se incubaron un total de 36 botellas [2 sustratos x 2 grupos experimentales x 3 
inóculos (réplicas) x 3 botellas] + 18 blancos (2 grupos x 3 inóculos x 3 botellas). El 
registro de la presión producida en el espacio de cabeza de las botellas incubadas se 
realizó a las 2, 4, 6, 8, 10, 14, 18, 24, 30, 35, 48, 72, 96 y 120 horas post-incubación. Tras 
este último tiempo, se estimó la DMS (DMS120) y la DMO (DMO120) de los dos sustratos 
incubados.  
Simultáneamente a esta incubación, se llevó a cabo otra en la que otras 36 
botellas fueron incubadas durante 24 horas. Una vez transcurrido este tiempo, se 
recogieron muestras para conocer la concentración de amoniaco y AGV y la DMS24, al 
igual que se describió en el apartado III.2.2.5. 
 
III.3.2.5. Cuadro clínico y perfil bioquímico 
Tal y como se realizó en la Prueba I, los animales fueron sometidos a una 
exploración clínica exhaustiva antes de que diese comienzo el experimento y a 
continuación se realizó un seguimiento clínico diario de todos los individuos. 
Los días 0, 4, 9, 10, 11, 12 y 14 (ver figura 6) se recogieron muestras de sangre y 
orina para determinar la concentración de creatinina y urea plasmáticas y de urea y 
proteína en orina.  
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La recolección de las muestras y su conservación hasta su análisis se realizaron 
bajo las mismas condiciones descritas en la Prueba I (ver apartado III.2.2.6). 
El día 15 de experimento, con el fin de evitar el sufrimiento innecesario, los 
animales que habían recibido HR se sacrificaron mediante la inyección de un eutanásico 
(T-61®, Laboratorios Intervet, España) y a continuación, el día 17, se hizo lo mismo con 
los del grupo control. El desfase de 48 horas respondió únicamente a una cuestión de 
logística, para que los investigadores del Departamento de Medicina, Cirugía y Anatomía 
Veterinaria de la Universidad de León que participaban en el proyecto en el que se 
encuadró este trabajo, pudieran completar el estudio anatomopatológico de los erales.      
 
III.3.2.6. Análisis químicos 
Las determinaciones se realizaron por duplicado y no se aceptaron diferencias 
entre réplicas superiores a un 5%. 
El análisis de la concentración de amoniaco y AGV así como de los parámetros 
sanguíneos y urinarios se llevaron a cabo siguiendo la metodología descrita en los 
apartados III.2.2.7.2 y III.2.2.7.3 de la Prueba I. 
 
III.3.2.7. Cálculos y análisis estadísticos 
El volumen de gas se estimó de la misma forma que en la prueba anterior (ver 
apartado III.2.2.8). Asimismo, la metodología descrita en este apartado para ajustar los 
datos de producción de gas y estimar los parámetros cinéticos (A, c y lag), la 
degradabilidad efectiva (DE) y el ritmo medio de fermentación (AFR), se utilizó 
nuevamente para los cálculos en la presente prueba.  
Del mismo modo, el análisis estadístico de los datos recogidos en los distintos 
ensayos (i. e., in situ, in vivo e in vitro) se llevó a cabo de forma similar a la descrita en la 
Prueba I. Es decir, los parámetros indicativos de la fermentación ruminal in vitro se 
sometieron a un análisis de varianza de una vía y los parámetros in vivo e in situ a un 
análisis de medidas repetidas en el tiempo. Asimismo, los niveles de significación y la 
comparación entre medias fueron los mismos que en la Prueba I.  
Es necesario señalar que, debido a la oliguria sufrida por los animales, la toma de 
muestras de orina se dificultó de forma importante y la cantidad de datos perdidos impidió 
el análisis estadístico de estos resultados.   
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III.3.3. RESULTADOS 
III.3.3.1. Degradación ruminal in situ 
En la tabla 10 se muestran las medias ajustadas y los niveles de significación 
obtenidos al analizar estadísticamente los datos de DMS del heno y del roble incubados 
in situ durante 24 horas en los animales de los dos grupos experimentales. Tal y como 
puede observarse, la degradación de la MS de ambos sustratos evolucionó de forma 
considerablemente diferente (P<0,01) a lo largo del ensayo en los dos grupos 
experimentales.  
 
Tabla 10. Desaparición de MS (DMS; g/g incubado) del heno y de las hojas de roble incubados in situ durante 
24 horas, los días 1, 10 y 13 de experimento, en los 2 grupos experimentales (C y E). 
 
Sustrato Día C E 
Heno 1 AB0,697 A0,697 
 10 B0,684a B0,377b 
 13 A0,706a B0,393b 
 µ 0,696a 0,489b 
  eed 0,0126 
Roble 1 AB0,499a A0,470b 
 10 A0,511a B0,358b 
 13 B0,453a B0,338b 
 µ 0,488a 0,389b 
  eed 0,0246 
Nivel de significación Tratamiento Día Trat. x Día 
Heno <0,0001 <0,0001 <0,0001 
Roble 0,0065 0,0017 0,0002 
eed: error estándar de la diferencia para la interacción. 
a,b Para cada sustrato, valores con distintos superíndices en la misma fila difieren significativamente entre 
tratamientos (P<0,05) o muestran una tendencia a la significación (P<0,10). 
A,B Para cada sustrato, valores con distintos superíndices en la misma columna difieren significativamente 
entre días (P<0,05) o muestran una tendencia a la significación (P<0,10). 
 
Tras la restricción severa de alimento y sólo un día de administración de las HR 
(día 10), el grupo E mostró una menor DMS del heno (P<0,001) y las HR (P<0,01) en 
comparación con el control, diferencia que se mantuvo hasta el final del experimento. Por 
otra parte, la evolución de este parámetro, DMS, no fue paralela en ambos lotes, ya que 
mientras el grupo E siempre presentó valores inferiores a los iniciales (P<0,01), en el 
grupo C nunca fueron diferentes a los observados el día 1. 
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III.3.3.2. Parámetros indicativos de la fermentación ruminal in vivo 
El valor medio del pH del rumen a lo largo de todo el experimento fue similar para 
los dos grupos: 7,1 ± 0,13. 
 
Tabla 11. Concentración de amoniaco (mg/L), ácidos grasos volátiles [mmol/L; AGV totales (AGVT), ácidos 
acético, propiónico, butírico y otros] y relación acético/propiónico (A/P), los días 1, 10 y 13 de experimento, en 
los 2 grupos experimentales (C y E). 
 
Amoniaco  AGVT  Ac. acético  Ac. propiónico 
Día C E  C E  C E  C E 
1 A85,7 B83,2  B50,6 44,9  B37,0 32,7  C8,5 A7,4 
10 B45,7b B63,33a  A75,7a 33,5b  A53,2a 26,2b  A18,6a B4,2b 
13 A76,0b A163,9a  A74,5a 37,0b  A54,5a 23,5b  B12,3a AB6,4b 
µ 59,2b 103,5a  66,9a 38,5b  48,2a 27,5b  13,1a 6,0b 
eed 34,09   14,76   31,02   2,52 
Nivel de significación        
Tratamiento 0,0271  0,0127  0,0165  0,0011 
Día 0,0055  0,1404  0,6100  0,0062 
Trat x día 0,0032   0,0090   0,0657   0,0006 
 
Ac. butírico  Otros*  A/P 
Día C E  C E  C E 
1 3,12 2,8  B2,00 A2,04  A4,36 B4,40 
10 3,23 2,69  C0,76a B0,28b  B2,89b A6,10a 
13 4,55 6,52  A3,10a B0,61b  A4,49 B3,53 
µ 3,64 4  1,95a 0,98b  3,91b 4,68a 
eed 2,297  0,609  0,718 
Nivel de significación    
Tratamiento 0,7240  0,0128  0,0812 
Día 0,1524  0,0006  0,5710 
Trat x día 0,5753  0,0076  0,0150 
eed: error estándar de la diferencia para la interacción.  
a,b Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices en la misma fila difieren 
significativamente entre tratamientos (P<0,05) o muestran una tendencia a la significación (P<0,10). 
A,B,C Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices en la misma columna difieren 
significativamente entre días (P<0,05) o muestran una tendencia a la significación (P<0,10). 
* Otros: AGV minoritarios (isobutírico, isovalérico, valérico y caproico). 
 
El tratamiento afectó a la mayoría de los parámetros indicativos de la fermentación 
ruminal in vivo (ver tabla 11). Con respecto a la concentración de amoniaco, ambos 
grupos mostraron una reducción de la misma el día 10, aunque mucho más acentuada en 
el grupo control. Después, mientras que en este grupo la administración de las dietas 
experimentales ocasionó un incremento de tales concentraciones recuperando los 
valores iniciales, en el grupo E se produjo un elevadísimo incremento, duplicándose casi 
los valores registrados al inicio del ensayo (P<0,05). 
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En relación a los ácidos grasos volátiles, la restricción de alimento causó una 
evolución antitética de los mismos entre los dos grupos experimentales. En el grupo 
control, frente al incremento de los AGVT y los ácidos acético y propiónico observado a lo 
largo de todo el experimento, los AGV minoritarios (ver “otros”; tabla 11) se redujeron tras 
un día de administración de las dietas experimentales (día 10) pero dicha reducción 
desapareció al final del experimento. Sin embargo, el grupo E mostró siempre valores 
inferiores al grupo control (P<0,05) y, particularmente, el ácido propiónico y los “otros” 
mostraron una reducción inicial, que se mantuvo hasta el final del ensayo en estos 
últimos (P<0,05).  
La relación A/P evolucionó de forma distinta en cada lote, disminuyendo el día 10 
en el control y aumentando en el grupo E, como se refleja en la interacción significativa 
(P<0,05). 
 
III.3.3.3. Fermentación ruminal in vitro 
Las medias ajustadas y los niveles de significación de los indicadores de la 
fermentación ruminal in vitro (A, c y lag, DE, AFR, DMS120 y DMS24) se recogen en la 
tabla 12. Cuando el sustrato fue el heno de hierba, el grupo E mostró valores inferiores en 
todos los parámetros (P<0,001), exceptuando el lag, que fue menor en el control 
(P<0,05).  
Cuando se incubaron las hojas de roble, el tratamiento no tuvo un efecto tan 
acentuado como en el caso del heno. De hecho, varios parámetros como la DE, el c o la 
DMS24 no evidenciaron diferencias entre tratamientos (P>0,10), si bien el grupo control 
tendió (P<0,10) a mostrar una menor producción acumulada de gas (A) y un menor ritmo 
medio de fermentación (AFR). Con respecto al tiempo de retraso previo al inicio de la 
fermentación, este, de forma similar a lo registrado con el heno, fue mayor en el grupo E 
(P<0,01). 
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Tabla 12. Parámetros cinéticos de producción de gas: A (mL/g MO; producción acumulada de gas), c (/h; 
ritmo fraccional de fermentación) y lag (h; tiempo de retraso previo a que se inicie la producción de gas), ritmo 
medio de fermentación (AFR; mL gas/h), degradabilidad efectiva (DE; g/g) y desaparición de materia seca 
(g/g incubado) tras 24 (DMS24) y 120 horas (DMS120) en las incubaciones in vitro del heno y las hojas de roble 
con fluido ruminal de los 2 grupos experimentales (C y E). 
 
Parámetro C E eed Nivel de significación 
A     
Heno 306,0a 207,3b 1,96 <0,0001 
Roble 157,9b 163,3a 2,80 0,0751 
c     
Heno 0,057a 0,038b 0,0013 <0,0001 
Roble 0,025 0,028 0,0021 0,1846 
lag     
Heno 1,04b 1,75a 0,301 0,0355 
Roble 0,09b 1,36a 0,397 0,0077 
AFR     
Heno 11,56a 5,17b 0,123 <0,0001 
Roble 2,82b 2,97a 0,080 0,0843 
DE     
Heno 0,379a 0,279b 0,0067 <0,0001 
Roble 0,228 0,240 0,0079 0,1787 
DMS120     
Heno 0,674a 0,618b 0,0112 0,0003 
Roble 0,607b 0,647a 0,0136 0,0123 
DMS24     
Heno 0,557a 0,400b 0,0108 <0,0001 
Roble 0,463 0,451 0,0093 0,2363 
eed: error estándar de la diferencia. 
a,b, 
 Valores con distintos superíndices en la misma fila difieren significativamente entre tratamientos (P<0,05) 
o muestran una tendencia a la significación (P<0,10). 
 
La tabla 13 incluye las medias ajustadas y los niveles de significación obtenidos en 
el análisis estadístico de las concentraciones de amoniaco y las producciones netas de 
los ácidos grasos volátiles tras 24 horas de incubación in vitro. Como pusieron de relieve 
los resultados, la concentración de amoniaco fue menor en el grupo E (P<0,001) al 
incubar los dos sustratos. 
Con respecto a los AGV estudiados, cuando el heno fue el sustrato incubado se 
observó que los AGVT, el ácido acético y los AGV denominados “otros” mostraron una 
mayor producción neta en el grupo control (P<0,05). Sin embargo, el ácido propiónico se 
redujo con respecto al grupo E y el ácido butírico no se modificó significativamente 
(P>0,10).  
Al incubar las hojas de roble, los resultados obtenidos en las producciones netas 
de los AGV fueron más variables que los observados con el heno. Así, en el grupo E se 
observó una menor producción de ácido acético y de los “otros” y un incremento de la 
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producción de ácido butírico; sin embargo, sobre las producciones netas de los AGVT y el 
ácido propiónico no se registraron variaciones significativas (P>0,10).  
 
Tabla 13. Concentración de amoniaco (mg/L) y producción neta de ácidos grasos volátiles [mmol/L; AGV 
totales (AGVT), ácidos acético, propiónico, butírico y otros] y relación acético/propiónico (A/P), tras 24 horas 
en las incubaciones in vitro del heno y las hojas de roble con fluido ruminal de los 2 grupos experimentales (C 
y E). 
Parámetro C E eed Nivel de significación 
Amoniaco     
Heno 274,5a 178,8b 3,14 <0,0001 
Roble 177,4a 142,0b 2,61 <0,0001 
AGVT     
Heno 36,8a 32,4b 1,98 0,0456 
Roble 20,3 18,9 0,95 0,1615 
Ác. acético     
Heno 24,1a 20,2b 1,33 0,0116 
Roble 14,5a 12,6b 0,75 0,0286 
Ác. propiónico    
Heno 8,42b 9,50a 0,479 0,0428 
Roble 4,15 3,91 0,217 0,2892 
Ác. butírico     
Heno 2,71 2,56 0,146 0,3205 
Roble 1,53b 2,10a 0,070 <0,0001 
Otros*     
Heno 1,547a 0,143b 0,1499 <0,0001 
Roble 0,361a 0,002b 0,0393 <0,0001 
A/P     
Heno 2,90ª 2,13b 0,081 <0,0001 
Roble 3,85ª 3,06b 0,194 0,0016 
eed: error estándar de la diferencia. 
a,b,c 
 Valores con distintos superíndices en la misma fila difieren significativamente entre tratamientos (P<0,05) 
o muestran una tendencia a la significación (P<0,10).   
* Otros: AGV minoritarios (isobutírico, isovalérico, valérico y caproico).  
 
Aparte de las modificaciones observadas en las producciones netas de los AGV, 
también se observaron variaciones en sus proporciones molares. Concretamente, en el 
grupo control se produjo una reducción de la proporción molar del ácido propiónico 
cuando se incubó el heno y del ácido butírico cuando se incubaron las HR. La relación 
A/P fue inferior en el grupo E tanto con el heno (P<0,001) como con las HR (P<0,01).  
 
III.3.3.4. Cuadro clínico y perfil bioquímico 
A partir del segundo día de la administración de las dietas experimentales (día 10 
de experimento), los animales que recibieron HR comenzaron a mostrar síntomas clínicos 
tales como debilidad, depresión o raquis arqueado. Se observó una disminución drástica 
de la motilidad ruminal y, además, hubo una marcada reducción de la diuresis que 
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desembocó finalmente en un estado anúrico. El aspecto de las heces era oscuro, 
mucoso, pastoso y hemorrágico. 
El estudio anatomopatológico de los controles no evidenció ningún tipo de lesión. 
Sin embargo, en la necropsia de los erales del grupo E se observó una intensa necrosis 
tubular, palidez e inflamación renal y, tras el estudio histológico, se confirmó la lesión en 
el riñón mediante el hallazgo de necrosis de las células epiteliales. También, a lo largo del 
tubo digestivo, se encontraron úlceras con material necrótico en multitud de 
localizaciones como la cavidad oral, la lengua, el rumen, el retículo y el omaso. El 
contenido ruminal tenía muy poco líquido y despedía un fuerte olor a amoniaco. Además, 
en el abomaso se hallaron úlceras, principalmente en el área pilórica, así como petequias 
en la mucosa, y los pliegues abomasales mostraban una marcada pérdida de tejido. Uno 
de los animales presentaba enteritis hemorrágica en el yeyuno.   
La tabla 14 muestra los resultados del análisis estadístico de las concentraciones 
de urea y creatinina plasmáticas en los animales de los dos grupos experimentales a lo 
largo de la prueba y la figura 7 los valores medios.  
Tras iniciar la administración de las hojas de roble, en el grupo E se observó 
proteinuria y se incrementaron las concentraciones de creatinina (P<0,05) y urea 
plasmáticas (P<0,001), mostrando ambos parámetros, valores por encima de los 
considerados fisiológicamente normales, hasta el final del experimento. 
 
Tabla 14. Resultados del análisis estadístico de la concentración de urea (mg/dL) y creatinina (mg/dL) en 
sangre de los 2 grupos experimentales (C y E).  
 
  
Urea plasmática Creatinina plasmática 
Tratamiento 0,0001 0,0243 
Día 0,0882 0,0061 
Trat. x día <0,0001 0,0037 
eed 18,90 0,37 
       eed: error estándar de la diferencia para la interacción.  
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Figura 7. Concentración de creatinina y urea plasmáticas (mg/dL) y proteína (mg/dL) y urea (g/dL) en la orina 
de los 2 grupos experimentales (■ C, ● E), a lo largo del ensayo. El área sombreada corresponde al periodo 
de administración de las HR.  
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III.4.1. OBJETIVO Y DISEÑO EXPERIMENTAL 
A partir de lo observado hasta aquí, se planteó una tercera prueba, 
dosificando nuevamente la misma cantidad de HR que en el tratamiento A de la 
Prueba I, pero añadiendo una restricción severa de alimento, como en la Prueba II. 
El objetivo fue estudiar la importancia de la subalimentación previa sobre la 
instauración y el desarrollo de la intoxicación y sobre la utilización ruminal de la 
dieta. 
Se utilizaron 3 erales, a los cuales se sometió al mismo periodo de 
adaptación y de restricción de alimento aplicado a los animales de la Prueba II y, 
posteriormente, a la administración de la dieta experimental del grupo A de la 
Prueba I, es decir, el que recibía ≈5 kg MF de HR por animal·y día. En esta prueba 
no se incluyó un grupo control por una cuestión fundamentalmente económica 
(relacionada con el coste de los animales) y porque se consideró que se disponía 
de suficientes datos al respecto, recogidos en las pruebas anteriores.  
De forma similar a las otras dos pruebas, en esta también se realizaron 
ensayos in situ e in vivo en los que se estudiaron diversos parámetros indicativos 
de la fermentación ruminal y de una posible intoxicación. 
 
 
Figura 8. Organigrama de la Prueba III. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        ▪ Pruebas in vivo de fermentación ruminal (días 0, 9, 13, 18 y 25) 
         ▪ Pruebas in situ de fermentación ruminal (días 0, 9, 13 y 18) 
         ▪ Recogida de sangre y orina (días 0, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 y 25) 
         ▪ Exploración clínica (días 0 a 25; diariamente) 
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III.4.2. MATERIAL Y MÉTODOS 
III.4.2.1. Animales y dietas experimentales 
Se utilizaron 3 erales de raza parda y aproximadamente la misma edad que 
la de los usados en las pruebas anteriores, pertenecientes a la Estación Agrícola 
Experimental.  
Las características de procedencia y manejo de los animales, así como la 
metodología para la implantación de las cánulas ruminales fueron similares a las de 
las dos pruebas anteriores. El PV inicial de los 3 erales era de 498 kg ± 22,2 kg. 
Tras el periodo de adaptación donde todos los animales ingirieron 5 kg 
heno/día, se aplicó una restricción de alimento tal y como se describe en el 
apartado III.2.2.1. de la Prueba II. A continuación, se comenzó con la administración 
de las dietas experimentales (días 9-14 de experimento; ver figura 8) que consistió 
para los tres animales en 14 g MS heno/kg PV0,75·día + 14 g MS de HR/kg 
PV0,75·día, correspondiente a ≈1,7 kg MF de heno y ≈5 kg MF de HR. 
El origen del heno y de las HR utilizados en este ensayo era el mismo que el 
de los utilizados en las Pruebas I y II. 
El heno de hierba lo recibieron en el comedero en una sola toma diaria. Las 
hojas de roble, tras descongelarlas por la noche a temperatura ambiente (4-10 ºC) y 
trocearlas parcialmente, se administraron a través de la cánula y repartidas en dos 
tomas diarias, la primera a las 9:00 h de la mañana (60% del total, junto con el 
heno) y la segunda transcurridas aprox. 12 horas (40% restante). Tras 6 días de 
administración de las dietas experimentales, esta tuvo que interrumpirse debido al 
desarrollo progresivo de una sintomatología morbosa en los erales, y todos los 
animales volvieron a recibir la misma cantidad de heno del periodo de adaptación 
durante 12 días (días 15-26 de experimento; ver figura 8). 
 
III.4.2.2. Degradación ruminal in situ 
Los días 0 (control), 9, 13 y 18 de experimento (ver figura 8) se estudió la 
degradación ruminal in situ de los dos alimentos que componían las dietas 
experimentales, mediante la técnica de las bolsas de nailon, tal y como se indica en 
el apartado III.2.2.3. 
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III.4.2.3. Parámetros indicativos de la fermentación ruminal in vivo 
Los días 0, 9, 13, 18 y 25 (ver figura 8) se recogieron muestras de fluido 
ruminal para estudiar la concentración de amoniaco y ácidos grasos volátiles y el 
pH, como se señala en el apartado III.2.2.4. de la Prueba I. 
 
III.4.2.4. Cuadro clínico y perfil bioquímico 
Tal y como se realizó en las Pruebas I y II, los animales fueron sometidos a 
una exploración clínica exhaustiva antes de que diese comienzo la prueba 
experimental y a un seguimiento clínico diario durante todo el ensayo.  
Los días 0, 7, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21 y 25 de experimento (ver figura 8) se 
recogieron muestras de sangre y orina de los tres animales para determinar la 
concentración de creatinina y urea plasmáticas y de urea y proteína en orina (ver 
apartado III.2.2.6.). 
El día 26 de experimento, con el fin de no prolongar el sufrimiento 
innecesario de los animales, estos se sacrificaron mediante eutanasia, utilizando el 
mismo protocolo llevado a cabo en la Prueba II (ver apartado III.2.2.5.). 
 
III.4.2.5. Análisis químicos 
Al igual que en las pruebas anteriores, todas las determinaciones se 
realizaron siguiendo la metodología descrita en los apartados III.2.2.7.2 y III.2.2.7.3. 
 
III.4.2.6. Cálculos y análisis estadísticos  
A pesar de haberse aplicado el mismo tratamiento a los tres erales, su 
respuesta fue sumamente variable en todas las determinaciones llevadas a cabo 
(tanto in situ como in vivo), por lo que debido a esta heterogeneidad, se consideró 
inadecuado utilizarlos como réplicas de un único grupo experimental y comparar 
sus resultados con los de los controles disponibles de las Pruebas I y II. Por ello, se 
decidió realizar únicamente un análisis estadístico descriptivo que permitiese 
evidenciar las diferencias halladas entre los tres erales. Esto implica que los 
resultados que se exponen en el siguiente apartado (III.4.3) no están avalados por 
un análisis de varianza y, por lo tanto, deben ser tomados con cautela.  
En la exposición de los resultados, a los erales se les denominó 1, 2 y 3 y, 
de cada uno, se presenta la media de cada variable estudiada, junto con su error 
estándar cuando el número de réplicas permitió calcularlo.  
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III.4.3. RESULTADOS 
III.4.3.1. Degradación ruminal in situ 
La tabla 15 recoge los valores medios y los errores estándar de la 
desaparición de materia seca (DMS) del heno y de las hojas de roble tras 24 horas 
de incubación in situ.  
En relación a la degradación del heno, tras la restricción de alimento (día 9) 
los tres erales mostraron una reducción de la DMS, aunque esta fue más 
pronunciada en el animal 1. Posteriormente, durante la administración de la dieta 
experimental, mientras que este animal (el 1) recuperó los valores iniciales, en los 
otros dos la reducción continuó hasta que hubo concluido el experimento. 
Con respecto a las HR, la degradación de las mismas no varió 
excesivamente tras la restricción de alimento (ver datos del día 9). A continuación, 
durante la administración de la dieta experimental se produjo un efecto similar al 
observado con el heno, es decir, mientras que en el animal 1 la DMS de las HR se 
incrementó a lo largo del experimento e incluso llegaron a observarse valores 
aparentemente superiores al inicial, en los otros dos erales esta continuó cayendo 
hasta el final del ensayo. 
 
Tabla 15. Desaparición de materia seca (DMS; g/g incubado) del heno y las hojas de roble incubados 
in situ durante 24 horas, los días 0, 9, 13 y 18 de experimento, en los tres erales (1, 2 y 3). 
 
Sustrato Día 1 2 3 
Heno 0 0,641 ± 0,0025 0,513 ± 0,0166 0,513 ± 0,0066 
 9 0,503 ± 0,0164 0,443 ± 0,0220 0,400 ± 0,0088 
 13 0,630 ± 0,0032 0,340 ± 0,0064 0,368 ± 0,0105 
 18 0,664 ± 0,0067 0,369 ± 0,0115 0,412 ± 0,0131 
 µ 0,610 ± 0,0362 0,416 ± 0,0389 0,423 ± 0,0313 
Roble 0 0,290 ± 0,0133 0,275 ± 0,0042 0,289 ± 0,0057 
 9 0,279 ± 0,0018 0,272 ± 0,0128 0,297 ± 0,0028 
 13 0,348 ± 0,0055 0,255 ± 0,0015 0,245 ± 0,0024 
 18 0,347 ± 0,0097 0,243 ± 0,0104 0,244 ± 0,0054 
 µ 0,316 ± 0,0184 0,261 ± 0,0077 0,269 ± 0,0140 
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III.4.3.2. Parámetros indicativos de la fermentación ruminal in vivo 
El valor medio del pH ruminal de los tres erales a lo largo del periodo 
experimental fue 7,0 ± 0,17.  
Tal y como puede observarse (ver tabla 16), tanto la concentración de 
amoniaco como las concentraciones de los AGV evolucionaron de forma muy 
diferente en los tres animales durante todo el ensayo.  
 
Tabla 16. Concentración de amoniaco (mg/L), ácidos grasos volátiles [mmol/L; AGV totales (AGVT), 
ácidos acético, propiónico, butírico y otros] y relación acético/propiónico (A/P), los días 0, 9, 13, 18 y 
25 de experimento, en los tres erales (1, 2 y 3). 
  
Amoniaco   AGVT   Ác. acético   Ác. propiónico 
Día 1 2 3   1 2 3   1 2 3   1 2 3 
0 100,4 83,6 77,5  57,3 77,2 87,6  42,9 58,2 62,1  9,1 12,3 16,4 
9 76,6 89,2 46,5  19,3 25,9 8,8  14,3 19,2 6,4  2,1 2,8 0,9 
13 90,3 248,7 209,1  57,5 90,8 66,6  40,0 61,0 41,5  12,0 18,4 16,2 
18 50,5 207,6 330,3  80,6 65,3 87,8  60,0 46,8 63,3  12,8 13,8 17,3 
25 107,2 218,3 162,6  72,8 53,1 62,8  55,8 39,7 44,3  10,2 9,3 12,0 
µ 85,0 169,5 165,2   57,5 62,5 62,7   42,6 45,0 43,5   9,2 11,3 12,6 
  
Ác. butírico   Otros*   A/P 
Día 1 2 3   1 2 3   1 2 3 
0 2,82 4,12 5,63  2,42 2,56 3,48  4,69 4,73 3,79 
9 0,70 1,15 0,46  2,29 2,82 1,07  6,84 6,86 7,29 
13 4,25 7,82 6,04  1,23 3,59 2,85  3,35 3,32 2,56 
18 5,40 3,37 4,56  2,36 1,29 2,69  4,68 3,39 3,66 
25 3,92 1,72 4,09  2,83 2,41 2,45  5,48 4,26 3,69 
µ 3,42 3,64 4,15   2,22 2,54 2,51   5,01 4,51 4,20 
* Otros: AGV minoritarios (ácidos isobutírico, isovalérico, valérico y caproico). 
 
 
Tras la restricción de alimento (ver día 9), solo los erales 1 y 3 mostraron 
una menor concentración de amoniaco con respecto al valor inicial, en tanto que 
durante la administración de las HR, en los animales 2 y 3 se observó un llamativo 
incremento de las concentraciones amoniacales que perduró hasta el final del 
experimento. Con respecto a los AGV estudiados, la restricción de alimento 
produjo, en mayor o menor medida, una reducción de los AGVT en los 3 erales, 
aunque es preciso señalar que los distintos AGV analizados no contribuyeron de 
forma similar a tal disminución. Concretamente, tras el periodo de restricción de 
alimento, las proporciones molares de ácido propiónico fueron inferiores y los de los 
“otros” fueron superiores. A continuación, durante la administración de las HR, se 
produjo un incremento del ácido butírico y del ácido propiónico en detrimento de los 
minoritarios.  
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Al final del ensayo, mientras los AGV habían recuperado casi por completo 
sus valores iniciales en el eral 1, los otros dos animales mostraron valores inferiores 
a los observados el día 0 de experimento. 
 
III.4.3.3. Cuadro clínico y perfil bioquímico 
Posiblemente el aspecto más destacable de este punto sea la gran 
variabilidad en la sintomatología y los hallazgos patológicos observados entre los 
tres animales. El eral 1 no mostró signos de intoxicación y los valores de los 
parámetros plasmáticos y urinarios analizados (ver figura 9) se mantuvieron dentro 
de los rangos considerados fisiológicamente normales a lo largo del experimento. 
Sin embargo, los otros dos erales exhibieron, con mayor o menor intensidad, 
debilidad, anorexia y depresión tras 2 o 3 días de administración de hojas de roble. 
La motilidad ruminal se redujo, hubo signos de constipación y las heces aparecían 
recubiertas de moco. Además, se registró una marcada disminución de la diuresis.    
En cuanto a los parámetros plasmáticos analizados, aproximadamente una 
semana después de haber finalizado la administración de las HR, el animal 3 
mostró signos de recuperación y prácticamente una normalización de los niveles de 
creatinina y urea plasmática, en tanto que el eral 2 no recuperó los valores iniciales 
(ver figura 9). Con respecto a la presencia de proteína en orina, esta se hizo 
patente en los 3 erales cuando comenzó el consumo de roble; posteriormente, tras 
finalizar la administración de las dietas experimentales, mientras que en el animal 1 
desapareció la proteinuria, en los otros dos persistió hasta casi concluido el ensayo. 
En la figura 10 se presenta la ingestión de heno de los tres erales tras finalizar la 
administración de HR, como un indicativo más del proceso de intoxicación y 
recuperación. Tal y como puede apreciarse, en los dos animales que se intoxicaron, 
la ingestión de heno fue bastante reducida y, mientras que en el eral 3 se fue 
recuperando hasta normalizarse por completo, en el eral 2 se mantuvo muy baja 
hasta el final del experimento.  
En el estudio anatomopatológico, se observaron lesiones en los animales 2 y 
3. El primero mostró úlceras en la cavidad oral, en el rumen y en el retículo. 
Además, la mucosa de los pliegues del omaso estaba necrótica y presentaba una 
abomasitis ulcerativa grave. Los riñones estaban pálidos y ligeramente inflamados. 
Por su parte, en el animal 3, únicamente se hallaron pequeñas úlceras con los 
bordes fibróticos en el abomaso y los riñones ligeramente agrandados.  
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Figura 9. Concentración de urea y creatinina (mg/dL) plasmáticas y proteína (mg/dL) en la orina de los 
tres erales (■ 1, ● 2, ▲ 3), a lo largo del ensayo. El área sombreada corresponde al periodo de 
administración de las HR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Ingestión (% de la oferta) de heno en los tres erales (■ 1 ● 2 ▲ 3) tras finalizar la 
administración de las HR. 
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Tal y como se apuntó en la Introducción de esta tesis doctoral, las hojas de 
roble, en momentos puntuales del año cuando la disponibilidad de otras fuentes de 
alimento es escasa, pueden llegar a suponer un importante componente de la dieta del 
ganado vacuno manejado en sistemas extensivos en la montaña oriental leonesa. 
Debido a su elevado contenido de taninos (principalmente TH), el consumo de HR 
puede afectar significativamente al patrón de digestión y, por tanto, al rendimiento 
productivo de los animales (Hill et al., 1986). En este sentido, el estudio de la 
respuesta de la actividad fermentativa del rumen a dicho consumo y, por ende, a los 
taninos, resultaría muy recomendable debido a la repercusión que el proceso de 
fermentación ruminal tiene sobre la productividad de los animales.  
A la hora de estudiar el efecto del consumo de HR sobre la microbiota del 
rumen, reflejado a través de la modificación de indicadores de la actividad fermentativa 
como la concentración de amoniaco o de AGV, es esencial considerar que dicho 
efecto puede verse condicionado por diversos factores como la dosis de taninos 
(Hervás et al., 2003a), la capacidad de las poblaciones ruminales para desarrollar una 
cierta resistencia a estos polifenoles (O’Donovan y Brooker, 2001; Frutos et al., 2004a; 
Krause et al., 2005) y, probablemente, una restricción previa de alimento, ya que se ha 
relacionado la aparición de un cuadro de intoxicación por taninos con situaciones 
críticas (climáticas o de manejo; Spier et al., 1987; Yeruham et al., 1998; Frutos et al., 
2005).  
Por otra parte, aunque no es el principal objetivo de esta tesis doctoral, debido 
a la importancia que presenta el proceso tóxico provocado por el consumo de HR en el 
área geográfica de estudio y a las pérdidas económicas que ello puede llegar a 
suponer, se consideró oportuno estudiar también, aunque de forma más somera, la 
patogenia responsable de la instauración y el desarrollo de una intoxicación por 
taninos de roble.  
De forma resumida, los resultados obtenidos en este ensayo mostraron que el 
consumo de hasta 5 kg diarios de hojas de roble frescas no deterioró el proceso de 
fermentación ruminal ni resultó tóxico para los erales, a menos que dicho consumo 
fuera precedido por una severa restricción de alimento, situación en la que sí se vio 
afectada la fermentación ruminal y se observó un cuadro tóxico en dos de los tres 
animales utilizados (el otro eral no mostró efectos ni nutricionales ni patológicos). Por 
último, el consumo de 10 kg diarios de HR, precedido de una subnutrición severa, 
provocó una intoxicación muy aguda en todos los erales y redujo de forma muy 
considerable la actividad fermentativa en el rumen.  
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III.5.1. FERMENTACIÓN RUMINAL  
III.5.1.1. Degradación ruminal in situ 
Mediante la técnica de las bolsas de nailon, se estimó la degradación ruminal 
de los dos alimentos empleados en este ensayo; por un lado, el heno de raigrás como 
patrón de alimento convencional y, por otro lado, las hojas de roble como ejemplo de 
un alimento rico en taninos hidrolizables.  
El consumo diario de hasta 5 kg MF de HR, sin un ayuno previo (Prueba I), no 
afectó a la degradación de estas aunque provocó un ligero descenso de la del heno en 
los grupos que recibieron HR, tras 5 días de administración (figura 11). Sin embargo, 
antes de finalizar el periodo de suministro de las dietas experimentales, ambos grupos 
mostraron valores de DMS similares a los del grupo control. En la Prueba III, el mismo 
consumo de HR tras una severa restricción de alimento sí afectó a la degradación del 
roble y del heno aunque sólo en dos de los tres erales utilizados. Además, por efecto 
de la restricción, la DMS del heno se redujo en los tres individuos de la Prueba III y la 
de las HR no se vio afectada. Por último, un consumo de 10 kg de HR tras una severa 
restricción de alimento (Prueba II) produjo que los valores de DMS tanto del heno 
como de las HR se mantuvieran siempre por debajo de los del grupo control.     
Con el fin de facilitar la comprensión y el seguimiento de esta sección, tras este 
breve resumen global de los resultados, se discutirán ahora en detalle los 
correspondientes a cada una de las tres pruebas experimentales.  
Con respecto a la Prueba I, la menor DMS del heno observada tras el inicio de 
la administración de las HR (ver día 6 de experimento; figura 11), probablemente 
reflejara el efecto de los taninos sobre la actividad microbiana del rumen. En este 
sentido, tal efecto puede originarse a través de diversos mecanismos, tales como la 
interacción directa con las bacterias, con las enzimas que estas segregan o mediante 
la privación de sustrato por los complejos formados entre los taninos y los nutrientes 
(McAllister et al., 1994; Smith et al., 2005). Sin embargo, las diferencias entre 
tratamientos se anularon antes de que finalizase la administración de las dietas 
experimentales, posiblemente debido a una adaptación de la microbiota ruminal a la 
presencia de taninos (Nelson et al., 1998; O’Donovan y Brooker, 2001). La comunidad 
microbiana del tracto gastrointestinal de los rumiantes posee una extraordinaria 
habilidad para adaptarse a una amplia variedad de nutrientes y compuestos 
secundarios presentes en la dieta (McSweeney et al., 2003). De hecho, se han 
descrito varios microorganismos ruminales capaces de resistir concentraciones de 
taninos relativamente altas, así como diversas estrategias para superar sus efectos 
inhibitorios (Jones et al., 2001; Smith et al., 2005). Por ejemplo, Krause et al. (2005) 
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observaron que Streptococcus gallolyticus, una bacteria encontrada de forma ubicua 
en el rumen, incrementó la expresión del gen que codifica para la formación de una 
capa polisacárida extracelular en respuesta a los TH y a los TC. También se han 
descrito especies bacterianas ruminales capaces de romper enzimáticamente uniones 
estructurales internas de la molécula de los taninos hidrolizables y utilizar los 
productos de la degradación para su propio crecimiento, tales como Selenomonas 
ruminantium K2 (Brooker et al., 2000).  
 
Figura 11. Desaparición de MS (DMS; g/g incubado) del heno y las hojas de roble incubados in situ en los 
erales de los grupos experimentales de las Pruebas I (■ C, ● M, ▲ A) y II (■ C, ● E) y de los 3 erales de la 
Prueba III (■ 1, ● 2, ▲ 3). El área sombreada corresponde al periodo de administración de las HR. 
 
No obstante, es necesario señalar que la adaptación que desarrolla la 
microbiota ruminal a la presencia de taninos no parece prevenir totalmente la 
reducción provocada por estos compuestos secundarios sobre la fermentación de 
muchos alimentos convencionales (McSweeney et al., 2003). En este sentido, Ammar 
et al. (2009) observaron que ovejas adaptadas al consumo de TC exhibían una mayor 
capacidad de degradación de forrajes ricos en taninos, mientras que esto no ocurría 
con aquellos alimentos con un contenido ínfimo de estos compuestos secundarios. En 
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cualquier caso, en las condiciones de la Prueba I, la cantidad consumida por los 
grupos M y A no resultó excesiva y probablemente permitió, como ya se ha 
mencionado, el desarrollo de una relativa adaptación de la microbiota ruminal a la 
presencia de taninos y en consecuencia una recuperación de la DMS del heno.  
En contraposición con los resultados obtenidos en la Prueba I, cuando la 
cantidad diaria de HR consumida por los animales se duplicó (grupo E de la Prueba II), 
es muy probable que tal dosis superase la capacidad de adaptación de las 
poblaciones microbianas del rumen y, por tanto, los bajos valores de DMS del heno y 
del roble responderían a un notable detrimento de su actividad fermentativa, como 
consecuencia del efecto bacteriostático o bactericida atribuido a los taninos (Smith et 
al., 2005). En este sentido, Bae et al. (1993) señalaron que a pesar del incremento 
temporal de la actividad de las endoglucanasas asociadas a Fibrobacter 
succinogenes, una especie bacteriana celulolítica predominante en el rumen, tras su 
exposición a una dosis de taninos condensados de hasta 300 µg/ml, cuando la 
concentración de estos se aproximó a 400 µg/ml, todas las endoglucanasas fueron 
inhibidas y la degradación de la celulosa cesó. Además, el grave estado mórbido en el 
que se hallaban los erales del grupo E, cuyo cuadro clínico incluía síntomas como 
anorexia, pudo contribuir a acentuar la reducida actividad ruminal. 
En la Prueba II, aparte de la cantidad mucho más alta de HR, los animales 
fueron sometidos a un periodo de restricción severa de alimento, a diferencia de la 
Prueba I, de forma previa al consumo de las HR. En este sentido, diversos autores han 
comprobado que un déficit nutritivo puede provocar una menor capacidad para tolerar 
toxinas como pueden ser los taninos (Illius y Jessop, 1995), y, de este modo, verse 
intensificados sus efectos metabólicos (Freeland y Janzen, 1974; Villalba et al., 2006). 
De hecho, al cotejar los resultados de la Prueba III, donde los animales también fueron 
sometidos a una restricción severa de alimento, con los del grupo de la Prueba I que 
recibió la misma cantidad de HR, podríamos inferir que la restricción previa pudo ser 
un factor determinante del posterior efecto de los taninos sobre la degradación de las 
HR y del heno. En este sentido, el que un eral no mostrase ningún efecto nutricional 
negativo podría estar evidenciando la variabilidad individual que, comúnmente, suele 
tener lugar en condiciones prácticas de explotación y que podría deberse a las 
posibles diferencias en la microbiota ruminal propia de cada individuo. En nuestro 
caso, se comprobó que la composición de la comunidad bacteriana del rumen, 
estudiada mediante técnicas moleculares (hibridación in situ con fluorescencia, PCR a 
tiempo real y tRFLP) era diferente entre el eral que no mostró ningún signo a nivel 
nutricional ni patológico y los dos que posteriormente se intoxicaron (Belenguer et al., 
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2008; 2009), observándose en estos últimos una mayor presencia de poblaciones 
microbianas potencialmente capaces de metabolizar los TH, como especies del 
género Streptococcus (Smith et al., 2005). Además, en los dos animales intoxicados, 
los perfiles microbianos obtenidos mediante tRFLP revelaron un incremento 
significativo de fragmentos que podrían corresponder a especies bacterianas 
pertenecientes a las divisiones Proteobacteria, tras el comienzo de la administración 
de las HR, y Actinobacteria, tras interrumpir dicha administración, aunque una notable 
cantidad de HR todavía permanecía en el rumen. Algunas bacterias de ambos grupos 
probablemente sean resistentes a los taninos (Jones et al., 1994; Bhat et al., 1998) y 
que, particularmente en determinadas especies, tal resistencia venga determinada por 
su capacidad para degradar estos compuestos secundarios (Odenyo et al., 2001). 
Aunque a priori dicho mecanismo podría parecer deseable, puede originar una serie 
de metabolitos tóxicos, como por ejemplo el pirogalol (Spier et al., 1987), y dar lugar 
de este modo al efecto contrario, es decir, precisamente a la intoxicación.  
Aparte del efecto de los taninos señalado sobre la DMS en la Prueba I, es 
posible que las variaciones observadas durante el periodo en el que se consumieron 
las dietas experimentales también respondiesen al estado de ligera subalimentación 
en el que se hallaban los erales. En este sentido, en los grupos que consumieron las 
HR, el efecto de los taninos pudo haberse visto acentuado por esta razón, ya que 
diversos autores han señalado que cuando los animales no tienen cubiertas sus 
necesidades de mantenimiento, es frecuente que se produzca una disminución de la 
degradación ruminal (Kabré et al., 1995; Atti et al., 2002), que se recupera si los 
animales vuelven a ser realimentados, hasta alcanzar los valores previos a la 
subalimentación (Gingins et al., 1980; Perrier y Doreau, 1995). Esto también explicaría 
el descenso de la DMS del heno en los animales de la Prueba III tras la restricción. Sin 
embargo, es preciso señalar que otros autores han observado una mayor degradación 
de la MS ante un estado de subalimentación (Merchen et al., 1986) o, tal y como se 
observó en el grupo C de la Prueba I, una ausencia de efecto sobre la misma 
(Grimaud et al., 1998; 1999).  
Con respecto a la repercusión del periodo de restricción en la Prueba II, como 
el muestreo tuvo lugar tras un día de consumo de las dietas experimentales, no puede 
demostrarse la hipótesis arriba expuesta, ya que la respuesta podría derivar de la 
interacción con el consumo de las HR. Posteriormente, el incremento observado en la 
degradación del heno en el grupo control tras la administración de las dietas 
experimentales sí sería compatible con lo señalado previamente tras una 
realimentación (Perrier y Doreau, 1995). 
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III.5.1.2. Parámetros indicativos de la fermentación ruminal in vivo 
El amoniaco, producido a partir de la degradación de la proteína, y los AGV, 
productos de la fermentación ruminal, principalmente, de los hidratos de carbono 
pueden resultar buenos indicadores de la utilización de la proteína y de la energía, 
respectivamente, en el rumen (Church y Pond, 1982; Van Houtert, 1993). En nuestro 
ensayo, el consumo diario de hasta 5 kg MF de HR (Prueba I) provocó un descenso de 
la concentración de amoniaco (ver figura 12). Por el contrario, con un ayuno previo, un 
consumo similar o dos veces superior produjo un incremento considerable en aquellos 
animales que presentaron un cuadro de intoxicación (grupo E en la Prueba II y 2 de los 
3 erales en la Prueba III). Con respecto a los AGV (figura 12), a excepción de los 
minoritarios, estos no se modificaron notablemente cuando los animales recibieron 5 
kg diarios de HR (Prueba I), ni siquiera tras un ayuno previo (Prueba III). Por el 
contrario, la administración de 10 kg de HR al día sí provocó un marcado descenso en 
la concentración de AGV del grupo E en comparación con el grupo control. Por otra 
parte, la restricción severa de alimento, cuyo efecto pudo ser evaluado en la 
comparación de las Pruebas I y III, redujo la concentración de este parámetro (AGV) 
en los 3 animales. 
 
Figura 12. Evolución de la concentración de amoniaco (mg/L) y de los ácidos grasos volátiles totales 
(AGVT; mmol/L) en los grupos experimentales de las Pruebas I (■ C, ● M, ▲ A) y II (■ C, ● E) y en los 3 
erales de la Prueba III (■ 1, ● 2, ▲ 3). El área sombreada corresponde al periodo de administración de las 
HR. 
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Concentración de amoniaco 
Numerosos autores han descrito una reducción de la concentración de 
amoniaco en el rumen debido al efecto de los taninos sobre la degradación de la 
proteína (Robbins et al., 1987b; Fondevila et al., 2002; Frutos et al., 2004b; Bhatta et 
al., 2007; Getachew et al., 2008). En la Prueba I, la administración de las dietas 
experimentales provocó que las diferencias en la concentración de amoniaco 
existentes entre el grupo control y los grupos M y A se acentuasen, reduciéndose 
significativamente en aquellos erales que consumieron el roble. Este descenso puede 
ser debido a la formación de complejos entre los taninos y la proteína del alimento 
(Hagerman y Butler, 1981), la inhibición de enzimas microbianas como la ureasa 
(Griffiths y Jones, 1977) o la reducción de la actividad de bacterias proteolíticas 
ruminales (Jones et al., 1994). En el rumen, la concentración de amoniaco parece ser 
el parámetro más sensible al efecto de los taninos, ya que el resto de los indicadores 
estudiados (DMS o, como se verá a continuación, AGV) se vieron mínimamente 
afectados en esta Prueba I, lo cual ha sido previamente constatado en otros trabajos 
(McMahon et al., 1999; Hervás et al., 2004). En este sentido, Frutos et al. (2004c) 
observaron que la inclusión de un 13% de extracto comercial de TH de castaño, 
aunque no afectó a la extensión de la degradación de la MS en el rumen, redujo 
considerablemente la de la proteína en ovejas.  
Aunque la concentración de amoniaco puede depender de muchos factores 
como la cantidad de energía disponible para la fermentación (Huntington y Archibeque, 
1999), el mínimo establecido por Van Soest (1994) para una óptima eficiencia de la 
síntesis de aminoácidos y un adecuado crecimiento microbiano fue 100 mg/L. A este 
respecto, tras la ligera restricción de alimento (periodo de adaptación), sólo los 
animales del grupo control presentaban valores cercanos a ese límite, lo que podría 
sugerir que las concentraciones amoniacales no eran las adecuadas para que la 
fermentación ruminal fuese óptima. Tras finalizar la administración de las HR, las 
concentraciones de amoniaco se recuperaron rápidamente, lo que sugiere que estas 
sólo redujeron la proteólisis mientras se administraban con la dieta. 
En contraposición con la evolución de amoniaco en la Prueba I, los valores 
extremadamente altos que alcanzaron las concentraciones en el grupo que recibió a 
diario 10 kg HR y en los dos erales de la Prueba III que desarrollaron un cuadro tóxico, 
podrían indicar una notable alteración del metabolismo nitrogenado del rumen que 
conlleve una acumulación de amoniaco. Esto podría deberse a un descenso de su 
absorción o su paso a través del orificio retículo-ruminal y, en este sentido, la 
hipomotilidad ruminal observada en los erales de la Prueba II y en los de la Prueba III 
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pudo haber alterado ambos mecanismos. Además, una menor síntesis de proteína 
microbiana a partir del amoniaco, debido a un descenso de la actividad de las enzimas 
glutamato deshidrogenasa y glutamina sintetasa por efecto de los taninos del roble 
(Makkar et al., 1988a), podría contribuir a su acumulación. Por otro lado, una limitación 
de la disponibilidad de energía para la microbiota ruminal (Kearl, 1982), tal y como 
sugieren las bajas concentraciones de AGV totales en la Prueba II (que se discutirán a 
continuación), también provocaría una menor actividad fermentativa. Por último, la 
concentración de amoniaco también podría aumentar debido a un incremento de su 
formación o entrada en el rumen, ya sea por degradación proteica, lisis bacteriana o 
reciclaje de la urea (McDonald et al., 1999). En este sentido, resulta destacable que 
las elevadas concentraciones amoniacales coincidiesen en el tiempo con una acusada 
uremia (ver figura 5), por lo que, aunque esto se discutirá en profundidad 
posteriormente, dicho incremento pudo responder a un mayor reciclaje de urea en el 
rumen o una absorción nula (Norton et al., 1978; Boldižárová et al., 1999). 
Aparte del efecto de los taninos, la reducción de la concentración de amoniaco 
tras el periodo de restricción en dos de los animales de la Prueba III, así como durante 
la administración de las dietas experimentales de la Prueba I, en la que los erales, se 
encontraban ligeramente subalimentados, concuerda con lo hallado previamente por 
otros autores ante una situación de subnutrición. Por ejemplo, Doreau et al. (2004) 
observaron en vacuno que, cuando la dieta pasaba de cubrir 0,80 a 0,27 veces sus 
necesidades energéticas de mantenimiento, la concentración amoniacal se reducía 
hasta un 60% (116 mg/L vs. 47 mg/L). No obstante, es preciso señalar que en algunos 
casos también se ha registrado un incremento (Atti et al., 2002) o una ausencia de 
efecto (Doreau y Diawara, 2003) sobre la concentración de amoniaco debido a una 
menor ingestión.  
 
Concentración de ácidos grasos volátiles 
En nuestro ensayo, el consumo de hasta 5 kg diarios de HR, con o sin un 
ayuno previo, no produjo notables modificaciones sobre los AGV, mientras que, 
cuando el consumo de HR alcanzó los 10 kg, la concentración de AGV fue 
notablemente inferior con respecto al grupo control. El efecto de los taninos sobre el 
contenido de AGV es inconstante, sin variación (Hervás et al., 2004) o con 
reducciones (McSweeney et al., 1999b; Frutos et al., 2004b). El descenso puede ser 
debido a la capacidad de los taninos para unirse a la porciones fibrosas del alimento 
(McSweeney et al., 2001b) o mediante su efecto inhibitorio sobre el crecimiento o la 
actividad bacteriana del rumen (Jones et al., 1994; McSweeney et al., 2001a), por 
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ejemplo, reduciendo el número de microorganismos celulolíticos (Singleton, 1981) o 
inhibiendo las celulasas (Bento et al., 2005). Además, en la Prueba II también se 
produjo una modificación de las producciones netas en detrimento del acetato y del 
propionato pero sin verse afectado el butirato. En este sentido, de nuevo, el efecto de 
los taninos sobre la producción de AGV es muy variable, con incrementos del ácido 
propiónico (Makkar et al., 1995a), descensos del mismo (Bento et al., 2005) o 
aumentos del acetato en detrimento del butirato y el propionato (Tiemann et al., 2008).  
Con respecto a los ácidos grasos volátiles minoritarios (denominados “otros” en 
el capítulo de Resultados), debido a que algunos se producen en el rumen a partir de 
la descarboxilación y desaminación de ciertos aminoácidos (Menahan y Schultz, 1964; 
Andries et al., 1987), son un buen indicador indirecto de la proteólisis ruminal y, 
además, resultan esenciales como factores de crecimiento para la microbiota del 
rumen (Allison, 1969; Moharrery, 2004). En nuestro caso, en la Prueba I, tras finalizar 
la administración del roble, el incremento de las concentraciones de estos AGV, al 
igual que ocurre con el amoniaco, podría indicar una normalización de la actividad 
microbiana tras el efecto inicial de los taninos sobre la degradación de la proteína. En 
la Prueba II, las bajas concentraciones de estos AGV registradas a lo largo de todo el 
experimento señalan una reducida actividad proteolítica cuando los erales 
consumieron 10 kg HR diarios, lo que sugiere, como era esperable, que las elevadas 
concentraciones amoniacales no se debieron a un incremento de la degradación 
proteica.       
Por último, la reducción de los AGV durante la restricción de alimento en la 
Prueba III y durante la administración de las dietas experimentales en la Prueba I sería 
compatible con un estado de subalimentación (Robinson et al., 1986) donde puede 
producirse una menor actividad microbiana derivada de una menor concentración de 
bacterias en el rumen (Belenguer et al., 2008). Tras la realimentación de los animales 
en ambas pruebas, es decir, al finalizar la administración de las HR en la Prueba I y al 
comenzar el consumo de las HR en la Prueba III, consistente con lo observado cuando 
se aumenta el nivel de ingestión (Scholljegerdes et al., 2004), se incrementó la 
concentración de los AGV. Aparte del efecto de la subalimentación, la concentración 
de AGV también pudo verse afectada por las bajas concentraciones amoniacales que, 
en muchos casos, resultaron inferiores a las mínimas propuestas para una adecuada 
fermentación de los hidratos de carbono (Kennedy et al., 1992; Dryhurst y Wood, 
1998). En la Prueba II, como el muestreo tuvo lugar tras un día de consumo de las 
dietas experimentales, únicamente se puede inferir que la baja concentración 
mostrada por el grupo E podría responder nuevamente a la interacción entre el periodo 
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restrictivo y el consumo de HR. Por su parte, el incremento en el grupo control 
reflejaría el efecto de la realimentación en combinación, probablemente, con una 
menor absorción a través de la superficie mucosa del rumen (Bergman, 1990) ya que 
esta, tras un periodo de subalimentación (Atti et al., 2000), puede tardar varios días en 
recuperar su actividad por completo (Doreau et al., 2003). 
 
III.5.1.3. Fermentación ruminal in vitro 
Los cultivos discontinuos de microorganismos ruminales en combinación con la 
técnica in vitro de producción de gas son sistemas cerrados y, por ello, resultan 
especialmente fiables para detectar compuestos capaces de inhibir la fermentación 
ruminal (Khazaal et al., 1994). En numerosas ocasiones, se ha observado que los 
taninos reducen tanto el ritmo como la extensión de la producción de gas (e. g., 
Getachew et al., 2000; Frutos et al., 2004b; Rodríguez et al., 2009) lo que, 
probablemente, sea el resultado de un detrimento en la adhesión microbiana a las 
partículas del alimento (McAllister et al., 1994) y una inhibición del crecimiento y de la 
actividad enzimática de la microbiota ruminal (McSweeney et al., 2003; Smith et al., 
2005).  
 
Degradación ruminal y producción de gas 
En este ensayo, tal y como puede apreciarse en las figuras 13 y 14, únicamente 
se produjo un efecto negativo de los taninos cuando se incubó el heno de hierba 
(modelo de alimento convencional), observándose un resultado opuesto con las HR, 
ya que cuando estas se incubaron con el fluido ruminal procedente de los animales 
que habían consumido 2,5 o 5 kg de HR (grupos M y A; Prueba I), su ritmo y extensión 
de la degradación fueron significativamente superiores y, cuando se incubaron con el 
procedente de los erales que habían recibido 10 kg HR (grupo E; Prueba II), apenas 
se hallaron diferencias. Estos resultados, de acuerdo con los obtenidos en las pruebas 
in situ e in vivo, confirmarían que el efecto de los taninos sobre la actividad 
fermentativa del rumen fue dependiente de la dosis (Aerts et al., 1999a; Hervás et al., 
2003a), aunque cabe señalar que las diferencias entre los grupos M y A fueron muy 
pequeñas. Además, estos hallazgos respaldarían la hipótesis sugerida previamente 
sobre la posibilidad de que la presencia de taninos (principalmente TH) en el rumen de 
los erales de los grupos M y A pudo provocar cambios en las poblaciones bacterianas 
predominantes o favorecer el desarrollo de mecanismos microbianos de adaptación, 
mientras que la cantidad más elevada (grupo E) seguramente excedió la capacidad de 
los microorganismos para resistir los taninos, como sugiere la intoxicación clínica 
sufrida por los erales de este tratamiento. A pesar de que las poblaciones bacterianas 
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capaces de resistir o degradar taninos pueden incrementarse en los rumiantes que 
consumen taninos, estos cambios, como ya se ha mencionado, no parecen llegar a 
evitar completamente la reducción de la fermentación de muchos alimentos 
(McSweeney et al., 2003). 
 
Figura 13. Curvas de producción de gas (mL/g MO) del heno de hierba incubado con los inóculos 
ruminales de los grupos experimentales de las Pruebas I (■ C, ● M, ▲ A) y II (■ C, ● E).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Curvas de producción de gas (mL/g MO) de las hojas de roble incubadas con los inóculos 
ruminales de los grupos experimentales de la Pruebas I (■ C, ● M, ▲ A) y II (■ C, ● E). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Concentración de amoniaco y producción de ácidos grasos volátiles 
Tal y como puede observarse en la figura 15, tras 24 horas de incubación, la 
concentración de amoniaco resultó inferior cuando los sustratos, tanto el heno como 
las HR, se incubaron con fluido ruminal procedente de erales que habían consumido 
las hojas de roble, incluso en aquellos que recibieron la cantidad más baja (grupo M). 
En relación con los AGV, su producción neta se redujo notablemente en el grupo E 
cuando se incubó el heno y se incrementó en los grupos M y A cuando se incubaron 
las HR (figura 16). Concretamente sobre los AGV minoritarios (“otros”), se observó una 
menor producción neta en la mayoría de las incubaciones con inóculos procedentes de 
los erales que habían recibido el roble.  
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Figura 15. Concentración de amoniaco (mg/L) tras la incubación in vitro del heno y las hojas de roble en 
los grupos experimentales de las Pruebas I (■ C, ● M, ▲ A)  y II (■ C, ● E). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16. Producción neta de ácidos grasos volátiles totales (mmol/L) tras la incubación in vitro del 
heno de hierba y las hojas de roble en los grupos experimentales de las Pruebas I (■ C, ● M, ▲ A) y II (■ 
C, ● E). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Anteriormente ya se había hecho referencia a que los efectos principales de los 
taninos en la fermentación ruminal incluyen una menor degradación de la proteína de 
la dieta y, consecuentemente, menores concentraciones de amoniaco en el fluido 
ruminal (Frutos et al., 2004b; Mueller-Harvey, 2006). En estas incubaciones, todas las 
concentraciones amoniacales resultaron superiores al valor mínimo propuesto por Van 
Soest (1994; i. e., 100 mg/L) y así, probablemente en todos los casos fueron 
apropiadas para una fermentación ruminal adecuada. Además, si se tiene en cuenta 
su propiedad como indicador de la proteólisis ruminal, el hecho de que los AGV 
minoritarios (“otros”) no se redujesen en las incubaciones con HR correspondientes a 
la Prueba I podría sugerir una mejor utilización ruminal de los compuestos 
nitrogenados en los animales adaptados (grupos M y A) y, como consecuencia, 
menores concentraciones amoniacales.  
Tal y como se sugirió al discutir los resultados obtenidos en la Prueba I en 
relación a la degradación de las HR en el rumen, el incremento de los AGV en las 
incubaciones con HR indicaría una mejor fermentación ruminal de alimentos ricos en 
taninos en los erales que consumieron HR de la Prueba I. Entre los distintos 
mecanismos adquiridos por la microbiota ruminal para contrarrestar el efecto de los 
taninos, ya se ha señalado la capacidad de algunas poblaciones para degradar los TH 
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y formar ácidos gálico y elágico. El ácido gálico puede ser descarboxilado 
posteriormente en pirogalol y convertido en resorcinol y fluoroglucinol (Murdiati et al., 
1992). La escisión del anillo de este último podría dar lugar a acetato y butirato como 
productos finales de la degradación (McSweeney et al., 2003). Sin embargo, un 
consumo muy elevado de HR (grupo E) produjo un efecto negativo sobre la producción 
neta de AGV en las incubaciones de heno y no mejoró la fermentación de las HR, lo 
que indica de nuevo que el nivel de TH en el rumen de los erales en este tratamiento 
excedió la capacidad de las poblaciones microbianas para resistir sus efectos o 
destoxificarlos.  
Aparte de las diferencias en las producciones netas de AGV, las divergencias 
observadas en las pautas de fermentación, que se reflejaron en sus diferentes 
proporciones molares, podrían estar evidenciando la estimulación de grupos 
microbianos específicos en detrimento de otros o un cambio de las vías de 
degradación microbianas (Russel y Wallace, 1997). En este sentido, el ejemplo más 
claro fue la proporción molar de butirato, que resultó superior en todas las 
incubaciones llevadas a cabo con fluido ruminal de los erales que habían recibido una 
cantidad alta de roble (grupos A y E) e, incluso, en aquellas correspondientes a la 
incubación de HR del grupo M. 
 
III.5.2. SINTOMATOLOGÍA E INDICADORES BIOQUÍMICOS  DE LA 
INTOXICACIÓN 
Como se señaló inicialmente, el estudio de la intoxicación por el consumo de 
hojas de roble no era un objetivo directo de esta tesis doctoral por excederse del 
campo de la nutrición de rumiantes. Sin embargo, debido a la importancia de este tipo 
de intoxicaciones en nuestro país (Mazzuchelli et al., 2000; Frutos et al., 2005) y, dado 
que este trabajo de investigación se encuadró dentro de un proyecto llevado a cabo 
conjuntamente con el Departamento de Medicina, Cirugía y Anatomía Veterinaria de la 
Universidad de León, se consideró oportuno dedicar un pequeño apartado al 
desarrollo de estas intoxicaciones por el consumo de hojas de roble. Al respecto, 
resultaría de enorme utilidad poder esclarecer la importancia de determinados factores 
(e. g., escasez previa de alimento) que puedan llegar a condicionar la aparición y 
desarrollo de este proceso tóxico, ya que actualmente no existe ningún trabajo 
concluyente sobre su patogenia. De hecho, la mayoría de los estudios que han 
descrito una intoxicación por el consumo de hojas de roble carecen de la 
sintomatología correspondiente a los estadios iniciales de la enfermedad (Spier et al., 
1987; Mazzuchelli et al., 2000) y, por otra parte, los intentos por reproducirla de forma 
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experimental mediante la administración de ácido tánico no han tenido éxito (Plumlee 
et al., 1998), probablemente debido a que la actividad de estos compuestos 
secundarios está condicionada por el tipo de tanino y los efectos observados con un 
tipo concreto no pueden ser extrapolados a otros (Álvarez del Pino et al., 2005). 
De forma análoga a la discusión de los resultados sobre el proceso de 
fermentación ruminal, se realizará a continuación una breve sinopsis de los resultados 
antes de profundizar de forma algo más detallada en cada una de las tres pruebas 
experimentales.  
El consumo diario de hasta 5 kg de hojas frescas sin un ayuno previo no resultó 
tóxico para los animales. Cuando el mismo consumo fue precedido de una restricción 
severa de alimento, un eral no mostró ninguna sintomatología compatible con un 
cuadro de intoxicación mientras que los otros dos sí la desarrollaron. Finalmente, los 
animales que consumieron 10 kg HR durante tres días, tras un ayuno previo, 
exhibieron una intoxicación aguda.  
Se sabe que algunos productos del metabolismo de los TH presentes en las 
hojas de roble son los responsables de la intoxicación provocada por el consumo de 
estas hojas (Spier et al., 1987). Estos metabolitos, tras ser absorbidos se distribuyen 
de forma sistémica por el torrente sanguíneo (Zhu et al., 1995), afectando 
principalmente al riñón (Tulleners et al., 1981; Spier et al., 1987; Plumlee et al., 1998), 
que es el órgano diana. En la Prueba I, como los signos vitales analizados en la 
exploración clínica diaria se mantuvieron siempre dentro de los rangos considerados 
fisiológicamente normales, la ligera proteinuria de los grupos M y A (a pesar de la 
oliguria observada) y la rápida y completa recuperación una vez finalizada la 
administración de las HR, indicarían que no existió un fallo renal importante, sino 
simplemente una leve reducción temporal de la capacidad de filtración glomerular. 
Esto se vería confirmado por la ausencia de efecto sobre los principales parámetros 
sanguíneos indicativos de la función renal, i. e., creatinina y urea. Por tanto, las 
pequeñas variaciones en el tiempo de estos dos indicadores, en los tres grupos 
experimentales, serían consecuencia seguramente de la restricción de alimento, 
donde puede incrementarse la creatinina al utilizarse el músculo como fuente de 
energía (Braun et al., 2003) o la urea a través del catabolismo proteico (Ndolovu et al., 
2007). Además, todos los parámetros bioquímicos estudiados recuperaron sus valores 
iniciales una vez concluyó la administración de las HR. 
En la Prueba III, un consumo de 5 kg de HR al día precedido de una restricción 
de alimento, a diferencia de la Prueba I, sí produjo la intoxicación en dos de los tres 
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erales, tras dos o tres días de administración, e incluyó signos como debilidad, 
anorexia, depresión, hipomotilidad ruminal, diarrea, constipación o incrementos 
patológicos de la creatinina y la urea, lo que sería compatible con un cuadro clínico 
característico de una intoxicación por taninos (Spier et al., 1987; Garg et al., 1992; 
Vermeire y Wester, 2001). Por tanto, la restricción previa de alimento parece ser el 
factor determinante de la instauración y el desarrollo del cuadro tóxico, tal y como han 
sugerido otros autores con anterioridad (Waghorn y McNabb, 2003; Frutos et al., 
2005). En este sentido, Illius y Jessop (1995) desarrollaron un modelo matemático que 
relacionaba la proporción de compuestos secundarios y la absorción de nutrientes con 
la tolerancia de los animales a la concentración de fitotoxinas en los alimentos y 
explicaron por qué bajo condiciones de estrés como un déficit nutritivo, los animales 
pueden exhibir una menor capacidad para degradar o tolerar toxinas (e. g., taninos). 
Es decir, que los efectos metabólicos de las toxinas podrían verse intensificados en 
animales que consumen la misma cantidad pero con peor estado nutricional (Freeland 
y Janzen, 1974; Villalba et al., 2006).  
Es esencial señalar que, nuevamente, la variación individual presente en 
condiciones prácticas de explotación se evidenció en la respuesta de los tres erales a 
un mismo tratamiento. Así, uno de ellos no llegó a intoxicarse, otro se intoxicó, tal y 
como reflejaron el cuadro clínico y las lesiones anatomopatológicas, y, tras finalizar la 
administración de las HR, comenzó a mostrar signos de recuperación (reflejados en 
una mayor ingestión de heno o la normalización de las concentraciones de creatinina y 
urea plasmáticas) y el tercero desarrolló un cuadro morboso más grave, con lesiones 
en los riñones y en el aparato digestivo similares a las frecuentemente descritas en 
este tipo de intoxicaciones (Spier et al., 1987; Garg et al., 1992).  
Por último, en la Prueba II, los erales que desarrollaron la intoxicación 
mostraron una sintomatología clínica mucho más severa que incluyó un deterioro 
drástico de la función digestiva y renal, alteraciones en el comportamiento así como un 
pobre estado general. La necropsia puso de manifiesto un importante daño del tejido 
renal y del tubo digestivo con lesiones características de las intoxicaciones por taninos 
(Sandusky et al., 1977; Spier et al., 1987; Mazzuchelli et al., 2000; Hervás et al., 
2003b). Por su parte, los incrementos observados en los parámetros bioquímicos, 
mucho más elevados que en las otras pruebas, serían otro reflejo de la disfución renal. 
Con respecto a las altas concentraciones de urea, su acumulación en el organismo (i. 
e., uremia) reflejaría una menor tasa de filtración glomerular del riñón como 
consecuencia de la disfunción renal, que seguramente se viera acentuada por el 
estado de deshidratación de los erales intoxicados (Sanderson, 2005). De hecho, esta 
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uremia coincidió cronológicamente con las elevadas concentraciones de amoniaco en 
el rumen, por lo que cabe suponer que el reciclaje de la urea o una nula absorción 
contribuyeran al incremento del amoniaco (Stewart y Smith, 2005). 
En conjunto, estos resultados evidenciaron que la cantidad de HR consumida 
por los animales, aún siendo un factor indudablemente importante, podría ser menos 
determinante en la instauración y el desarrollo de la intoxicación que la 
subalimentación sufrida previamente. 
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IV. ENSAYO 2: Evolución de la composición química de las hojas de 
roble, incluido el contenido de taninos, durante la estación de 
pastoreo. Comparación del efecto de los taninos sobre la 
fermentación ruminal en el vacuno frente al ovino. 
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IV.1. INTRODUCCIÓN 
Las hojas de Quercus pyrenaica se incluyen dentro de un grupo muy 
heterogéneo de alimentos no convencionales, consumidos ocasionalmente por los 
rumiantes, que se caracterizan por presentar altos contenidos de taninos, 
principalmente TH (Salminen et al., 2004). La composición química de las hojas de 
roble se va modificando a medida que avanza su desarrollo fenológico (Koukoura, 
1988; Mauffette y Oechel, 1989) y, de la misma manera, se producen cambios en 
las concentraciones de los taninos que contienen, que pueden condicionar 
notablemente su valor nutritivo (Camacho et al., 2010). Además, la actividad 
biológica de los taninos no está determinada sólo por su concentración (Makkar et 
al., 1995b) sino también por el tipo de tanino (Frutos et al., 2004b; Getachew et al., 
2008) y por sus propiedades bioquímicas (Barahona et al., 2003), que también 
pueden variar con el proceso natural de senescencia (Makkar et al., 1988b). De 
hecho, se ha observado que la cuantificación química de los taninos pueden no 
mostrar una buena correlación con su efecto (Pell et al., 2000; Álvarez del Pino et 
al., 2005), por lo que resulta conveniente utilizar un método complementario que 
estime su actividad biológica. En este sentido, la técnica in vitro de producción de 
gas en ausencia y presencia de PEG (un polímero sintético de gran afinidad por 
estos compuestos secundarios a los que se puede unir e inactivar; Silanikove et al., 
1996), podría resultar especialmente apropiada para estudiar el efecto de los 
taninos sobre la fermentación ruminal, cuando el objetivo final es la valoración 
nutritiva del alimento. 
Otro factor de gran importancia que puede influir en la utilización digestiva de 
las HR es la especie rumiante que las consume (Narjisse et al., 1995; Ammar et al., 
2008). En este sentido, se ha observado que el ovino puede seleccionar e 
incorporar especies leñosas a su dieta en mayor medida que el vacuno (Celaya et 
al., 2007), lo que podría explicar su mayor capacidad para mitigar el efecto adverso 
de los taninos (Frutos et al., 2004b). Dicha capacidad estará probablemente 
determinada por una diferente habilidad de las poblaciones microbianas ruminales 
para adaptarse a la presencia de compuestos secundarios en las plantas 
(Wachenheim et al., 1992).  
Todo ello justificaría el interés de estudiar, por una parte, la evolución de la 
composición química de las hojas de Quercus pyrenaica a lo largo de la estación de 
pastoreo y, por otra, su diferente utilización ruminal en dos especies de rumiantes: 
vacuno vs. ovino. 
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IV.2. OBJETIVOS Y DISEÑO EXPERIMENTAL 
Esta prueba experimental se llevó a cabo con el fin de analizar la evolución 
de la composición química de las hojas de Quercus pyrenaica, con especial 
atención a su contenido de taninos, a lo largo de la estación de pastoreo y evaluar 
su relación con otros parámetros indicativos del valor nutritivo. El estudio se realizó 
de forma comparativa en vacuno y ovino. 
Para cumplir el objetivo, entre los meses de mayo y octubre (i. e., a lo largo 
de la estación de pastoreo), se recolectaron mensualmente hojas de roble en un 
robledal de la zona de media montaña de la franja oriental leonesa. Sobre las 
muestras recogidas, 12 en total (6 meses x 2 réplicas), se llevó a cabo el análisis de 
su composición química, incluidos sus contenidos de fenoles (totales y simples) y 
de taninos (totales e hidrolizables).  
Por otra parte, mediante cultivos discontinuos de microorganismos ruminales 
y la técnica de producción de gas se estudiaron una serie de parámetros indicativos 
de la fermentación ruminal (producción de gas y ácidos grasos volátiles, 
concentración de amoniaco, etc.) y, mediante el uso del PEG, se obtuvo una 
medida indirecta de la acción de los taninos sobre el proceso de fermentación en el 
rumen. Como animales donantes del inóculo ruminal se utilizaron 3 erales y 3 
ovejas que recibían el mismo alimento y se encontraban en las mismas 
condiciones, para poder comparar el efecto de los taninos sobre la fermentación 
ruminal en ambas especies de rumiantes. 
 
IV.3. MATERIAL Y MÉTODOS 
IV.3.1. Hojas de roble 
Las hojas de roble (Quercus pyrenaica) utilizadas en esta prueba 
experimental (ver figura 17) se recogieron en el mismo robledal de la finca “El 
Plumar” donde se habían recolectado las utilizadas en el Ensayo 1. 
La parcela comprendía individuos adultos y extensas áreas de monte bajo 
formadas por su rebrote (comúnmente denominado bardal). Las muestras utilizadas 
en este experimento, 12 en total, se recogieron durante una estación de pastoreo, 
desde el mes de mayo hasta octubre. Cada mes se recolectaron 2 muestras 
(réplicas) correspondientes a varios individuos de dos áreas limitadas dentro del 
bardal.  
En la figura 18 se muestran fotografías representativas de las hojas 
recogidas. Aquellas recolectadas en mayo se caracterizaban por su color cenizo 
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rosáceo y por ser densamente tomentosas, lo que les confería un aspecto 
aterciopelado. Las correspondientes al resto de los meses muestreados 
presentaban las características fenotípicas propias del desarrollo fenológico foliar, 
tal y como puede apreciarse. 
 
Figura 17. Parcela de la finca “El Plumar” donde se recolectaron las hojas de roble.  
 
 
 
 
 
 
 
.  
 
Figura 18. Hojas de roble correspondientes a las muestras recogidas en mayo (1), junio (2), agosto (3) 
y octubre (4). 
 
 
   1    2    3                           4 
  
Las hojas de roble se recolectaron a mano y siempre a la misma hora. A 
continuación, se trasladaron rápidamente al laboratorio de la Estación Agrícola 
Experimental donde se conservaron congeladas a -30 ºC hasta su liofilización. 
Posteriormente, se molieron en un molino centrífugo provisto de una malla de 1 mm 
de diámetro de paso. 
 
IV.3.2. Animales y dietas experimentales 
Para llevar a cabo este experimento, se utilizaron 3 erales de raza parda y 3 
ovejas de raza merina de aprox. 1,5 y 4 años de edad, respectivamente, canulados 
en el rumen. Ninguno de los animales utilizados en este ensayo había tenido nunca 
acceso al roble. 
En los erales, la procedencia, el manejo y la implantación de las cánulas 
fueron idénticos a los de los animales del primer ensayo de esta tesis doctoral (ver 
apartado III.2.2.1.). A las ovejas, pertenecientes al rebaño de la Estación Agrícola 
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Experimental, se les implantó la cánula ruminal (diámetro interno de 40 mm) 
mediante ruminotomía y se les aplicó el mismo protocolo higiénico-medicamentoso, 
antes y después de la intervención, que el empleado con los erales.  
Para la realización del ensayo, los erales (PV inicial = 460 kg ± 34,2 kg) y las 
ovejas (PV inicial = 64,2 kg ± 1,01 kg) se estabularon individualmente en plazas 
provistas de un comedero y de agua a libre disposición.  
La prueba in vitro comenzó tras un periodo de 14 días, durante el cual todos 
los animales recibieron en una sola toma 62 g MS de heno de raigrás/kg PV0,75·día, 
lo que equivalía aprox. a 7 y 1,6 kg MF de heno para cada eral y cada oveja, 
respectivamente. La cantidad recibida cubría alrededor de 1,2 veces sus 
necesidades energéticas de mantenimiento (AFRC, 1993).  
 
IV.3.3. Fermentación ruminal in vitro 
Tras concluir el periodo de adaptación, se estudió la fermentación ruminal in 
vitro de las HR mediante una adaptación de la técnica de producción de gas 
descrita por Mauricio et al. (1999), siguiendo el mismo protocolo detallado en el 
apartado III.2.2.5. Debido al elevado número de botellas requeridas para la 
incubación (468 en total) y, por una cuestión de logística, la prueba in vitro se 
estructuró en dos incubaciones separadas en el tiempo, una primera en la que el 
inóculo utilizado fue el de las ovejas y una segunda en la que se utilizó el de los 
erales, aunque en ambas se aplicó idéntica metodología.   
Para cada una de las incubaciones, antes de la comida de la mañana, se 
recogió fluido ruminal de cada animal a través de la cánula. Este se filtró utilizando 
dos capas de gasa y se transportó inmediatamente al laboratorio en termos, 
procurando conservar en lo posible sus condiciones de anaerobiosis y temperatura. 
Los inóculos ruminales obtenidos de los 3 animales que conformaban cada grupo 
se mezclaron para obtener dos inóculos finales que fueron utilizados como réplicas 
en el análisis estadístico. Como sustrato se utilizaron 3 alícuotas de cada una de las 
12 muestras de hojas de roble, es decir, cada incubación incluyó 78 botellas {[12 
sustratos (6 meses x 2 muestras) x  2 inóculos (réplicas) x 3 botellas] + 6 blancos (2 
inóculos x 3 botellas; incubadas con inóculo ruminal y medio de cultivo pero sin 
sustrato)}. El registro de la presión producida en el espacio de cabeza de las 
botellas se realizó a las 2, 4, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, 48, 72, 96 y 120 horas tras 
el inicio de la incubación. Una vez finalizada la misma se estimó la degradación 
ruminal in vitro de las HR, tal y como se describe en el apartado III.2.2.5. 
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Simultáneamente a las botellas descritas anteriormente, se incubaron 
durante 24 horas otras 78 más {[12 sustratos (6 meses x 2 muestras) x  2 inóculos 
(réplicas) x 3 botellas] + 6 blancos (2 inóculos x 3 botellas)}, para cada especie. 
Una vez transcurrido este tiempo, se interrumpió la incubación y, tras registrar la 
producción de gas (G24), se recogieron muestras para conocer la concentración de 
amoniaco y la producción neta de ácidos grasos volátiles siguiendo el mismo 
procedimiento descrito en el apartado III.2.2.5. 
 
IV.3.3.1. Incubación con PEG 
Paralelamente a las incubaciones descritas en el apartado anterior, se llevó 
a cabo otra incubación con 78 botellas {[12 muestras (6 meses x 2 muestras) x  2 
inóculos (réplicas) x 3 botellas] + 6 blancos (2 inóculos x 3 botellas)}, durante 24 
horas, para cada especie. El protocolo utilizado fue el mismo, con la única 
diferencia de que estas botellas incluían, aparte de los 500 mg de sustrato, 1.000 
mg de PEG (PM 6.000; Fluka Chemie GMBH, Buchs, Suiza). Como la eficiencia del 
PEG puede verse condicionada por la proporción taninos/PEG, se decidió añadirlo 
en exceso (1.000 mg) para evitar que una cantidad insuficiente de dicho agente 
pudiese ser la responsable de una falta de efecto.   
Nuevamente, tras registrar la producción de gas a las 24 horas post-
incubación (G24), se interrumpió la incubación y se recogieron muestras para 
determinar la concentración de amoniaco y la producción neta de ácidos grasos 
volátiles, tal y como se describe en el apartado  III.2.2.5.  
  
IV.3.4. Análisis químicos  
De acuerdo con la norma general, las determinaciones se realizaron por 
duplicado o por triplicado (en el caso de los fenoles y los taninos) y no se aceptaron 
diferencias entre réplicas superiores a un 5%. 
El análisis de la composición química de las hojas de roble y de su contenido 
de fenoles (totales y simples) y de taninos (totales e hidrolizables) se realizó 
siguiendo la metodología descrita en el apartado III.2.2.7. De igual manera, para el 
análisis de la concentración de amoniaco y la producción neta de AGV se utilizaron 
los protocolos incluidos en dicho apartado. 
 
IV.3.5. Cálculos y análisis estadísticos 
El volumen de gas se estimó de la misma forma que en el Ensayo 1 (ver 
apartado III.2.2.8). Asimismo, la metodología allí descrita para ajustar los datos de 
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producción de gas (G) y estimar los parámetros cinéticos (A, c y lag), la 
degradabilidad efectiva (DE) y el ritmo medio de fermentación (AFR), se utilizó para 
los cálculos del presente ensayo. El ritmo de paso (kp) considerado para estimar la 
DE, para ambas especies, fue de 0,042 /h. 
Los resultados obtenidos en las incubaciones con y sin PEG se expresaron 
como el incremento proporcional en presencia del PEG para cada variable 
estudiada (concentración de amoniaco, producción neta de AGV y producción de 
gas tras 24 horas de incubación), tras el cálculo de la diferencia porcentual entre los 
valores obtenidos “con” y “sin” PEG (i. e.,  [( “con” – “sin”) / “sin”] x 100).     
El análisis estadístico de la composición química de las hojas de roble se 
realizó mediante un análisis de varianza de una vía utilizando el procedimiento 
ANOVA del paquete estadístico SAS (SAS, 2003), conforme al siguiente modelo: 
Yi = µ + Ti + εi 
siendo: 
Yi, la variable dependiente, 
µ, la media, 
Ti, el efecto debido al mes de muestreo, y 
εi, el error residual 
 
Por otra parte, los parámetros cinéticos de fermentación ruminal (A, c y lag), 
la DE, el AFR, la DMS120, las concentraciones de amoniaco, las producciones netas 
de AGV y los incrementos proporcionales obtenidos en los parámetros estudiados 
“con” y “sin” PEG (G24, amoniaco y AGV) se estudiaron mediante un análisis de 
medidas repetidas en el tiempo utilizando el procedimiento MIXED del programa 
estadístico SAS (SAS, 2003). Tras comparar diferentes estructuras de covarianza, 
se eligió aquella que se ajustaba mejor a los datos observados, tal y como se 
describe en el Ensayo 1. El modelo utilizado fue el siguiente: 
Yijk = µ + Ti + Aj(i) + Dk + TDik + εijk 
siendo: 
Yijk, la variable dependiente, 
µ, la media, 
Ti, el efecto debido a la especie (i. e., ovino vs. vacuno), 
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Aj(i), el efecto debido al inóculo anidado a la especie, que representa la 
 variabilidad entre inóculos dentro de cada especie, 
Dk, el efecto debido al mes, considerando este como medida repetida en el 
 tiempo, 
TDik, el efecto debido a la interacción entre la especie y el mes, y  
εijk, el error residual 
 
En todos los análisis estadísticos realizados se admitieron como diferencias 
estadísticamente significativas aquellas con un nivel de significación (P) inferior a 
0,05, considerándose P<0,10 una tendencia a la significación. La comparación de 
medias se realizó siempre que el nivel de significación fue P<0,10 mediante una t 
de Student, siguiendo la metodología utilizada en el primer ensayo.  
Entre las diferentes variables de la composición química de las HR se llevó a 
cabo un análisis de correlación de Pearson utilizando el procedimiento CORR del 
programa estadístico SAS (SAS, 2003). 
En el siguiente apartado, las tablas que recogen los resultados obtenidos en 
el análisis estadístico presentan las medias ajustadas de cada parámetro, junto con 
los niveles de significación correspondientes.  
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IV.4. RESULTADOS 
IV.4.1. Composición química y contenido de taninos de las hojas de 
roble 
Tal y como se presenta en la tabla 17, la composición química de las hojas 
de roble mostró una variación significativa a lo largo de los meses estudiados. El 
contenido de MO disminuyó progresivamente con el desarrollo de las hojas 
mientras que la PB, tras la caída en junio, se mantuvo constante hasta octubre, 
cuando volvió a reducirse significativamente. Por el contrario, los contenidos de 
FND y FAD mostraron una evolución opuesta, es decir, fueron incrementándose 
con el progreso del ciclo fenológico de la hoja.  
En relación a los contenidos de fenoles y taninos, las concentraciones de FT 
y TT fueron máximas en mayo; posteriormente, desde junio hasta septiembre se 
mantuvieron relativamente constantes y en el último mes muestreado (octubre), se 
redujeron significativamente (P<0,001). Con respecto a los taninos hidrolizables, 
mientras que el contenido de elagitaninos, exceptuando mayo, en el que se observó 
la máxima concentración, no mostró variaciones significativas (P>0,05) a lo largo de 
los meses, los galotaninos fueron reduciéndose (P<0,01) a medida que avanzaba la 
estación de pastoreo. Los FS únicamente mostraron una tendencia (P<0,10) a ser 
diferentes en agosto respecto a junio y octubre.  
 
Tabla 17. Composición química (g/kg MS) de las hojas de roble, incluidos sus contenidos de fenoles 
totales (FT), fenoles simples (FS), taninos totales (TT), galotaninos (expresados como ácido gálico; 
AG) y elagitaninos (expresados como ácido elágico; AE), a lo largo de la estación de pastoreo. 
  
Mayo Junio Julio Agosto Septiembre Octubre eed P 
MO 964 968 959b 952c 944d 935e 3,1 0,0006 
PB 164a 117b 121b 120b 115b 81c 3,9 <0,0001 
FND 262c 382ab 361b 359b 385ab 407a 13,3 0,0005 
FAD 174d 224c 220c 223c 248b 280a 6,5 0,0001 
FT* 253,9a 138,4b 138,3b 135,6b 129,4b 92,6c 9,89 <0,0001 
FS* 20,0 14,1 19,0 21,1 20,7 15,6 2,54 0,0980 
TT* 234,0 124,3 119,4 114,5 108,7 76,9 8,71 <0,0001 
AG 10,1 5,3 4,3 3,1 2,9 1,9 1,18 0,0038 
AE 12,9 9,5 7,0 6,5 7,8 5,7 2,00 0,0601 
*expresados en equivalentes de ácido tánico 
eed: error estándar de la diferencia. 
a,b,c,d,e 
 Medias con distintos superíndices en la misma fila difieren significativamente entre meses 
(P<0,05) o muestran una tendencia a la significación (P<0,10). 
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Los resultados del análisis de correlación realizado entre las distintas 
fracciones de la composición química de las HR se presentan en la tabla 18. 
Aunque la MO y la PB evolucionaron de forma similar, la primera apenas se 
correlacionó con el resto de los componentes de las hojas de roble, mientras que la 
proteína lo hizo negativamente con las dos fracciones fibrosas (r > -0,96; P<0,001) 
y positivamente con los FT, TT, AG y AE (r > 0,78; P<0,001). Con respecto a la 
FND y la FAD, ambas se correlacionaron negativamente con los FT, los TT, y los 
taninos hidrolizables (r > -0,70; P<0,05). Los fenoles simples no se correlacionaron 
(P>0,10) con ninguna de las variables estudiadas. Entre los FT, TT, AG y AE se 
observó una correlación positiva en todos los casos, resultando reseñable su 
elevado valor entre los FT y los TT (r = 0,99; P<0,001).  
 
Tabla 18. Coeficientes de correlación (r) entre diferentes fracciones químicas de las HR, incluido el 
contenido de fenoles totales (FT), fenoles simples (FS), taninos totales (TT), ácido gálico (AG) y ácido 
elágico (AE). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
P: nivel de significación 
ns:  no significativo; t: P<0,10; *: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001 
 
IV.4.2. Fermentación ruminal in vitro. Comparación vacuno vs. ovino. 
Tal y como puede apreciarse en la tabla 19, excepto la producción 
acumulada de gas (A) y la desaparición de MS (DMS120) que resultaron superiores 
en el ovino (P<0,01), el ritmo fraccional y medio de fermentación (c y AFR), el 
retraso previo al inicio de la fermentación (lag) o la degradabilidad efectiva (DE) no 
  
  MO PB FND FAD FT FS TT AG 
PB r 0,6040        
 P *        
FND r -0,4718 -0,9469       
 P ns ***       
FAD r -0,7280 -0,9555 0,9153      
 P * *** ***      
FT r 0,5423 0,9572 -0,9709 -0,9081     
 P t *** *** ***     
FS r -0,2663 0,3601 -0,3624 -0,2074 0,2774    
 P ns ns ns ns ns    
TT r 0,5667 0,9497 -0,9636 -0,9095 0,9983 0,2215   
 P t *** *** *** *** ns   
AG r 0,6654 0,8932 -0,9042 -0,8848 0,9579 0,0973 0,9669  
 P * *** *** ** *** ns ***  
AE r 0,5522 0,7855 -0,7306 -0,7159 0,8273 -0,0002 0,8400 0,8360 
  P t ** * * ** ns ** ** 
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evidenciaron ningún efecto significativo debido a la procedencia del inóculo (ovino o 
vacuno). Sin embargo, en todos los parámetros mencionados se observó una 
notable variación a lo largo de los meses en ambas especies, aunque sus 
evoluciones no fueron paralelas y así lo puso de manifiesto el efecto de la 
interacción “especie x mes”, tal y como se describe a continuación.  
En el mes de junio se registró la mayor producción acumulada de gas (A) 
tanto en el ovino como en el vacuno y, también, la máxima diferencia entre ambas 
(P<0,001). Posteriormente, la A fue reduciéndose, excepto un pequeño incremento 
en el vacuno en el mes de agosto, a la vez que se iban acortando las diferencias 
entre las dos especies. El lag se mantuvo constante en las ovejas pero no en los 
erales, donde en julio se registró el máximo valor (P<0,10) y, también, la mayor 
diferencia con respecto al ovino. 
La DMS120 fue máxima en mayo y mínima en julio; a continuación aumentó 
desde agosto hasta octubre en ambas especies aunque el incremento fue más 
acentuado en el caso de los erales (P<0,001). Por su parte, la degradabilidad 
efectiva (DE) mostró un descenso hasta julio en ambas especies pero 
significativamente mayor en el vacuno (P<0,01) y, tras su incremento en septiembre 
y octubre, las diferencias entre especies se anularon.  
Tal y como se puede extraer de los resultados (ver tabla 19), los dos 
parámetros estudiados en relación al ritmo de fermentación (i. e., AFR y c), que 
evolucionaron de forma similar en las dos especies, mostraron sus máximos valores 
en agosto y septiembre en el caso del ritmo medio y en septiembre y octubre en el 
caso del ritmo fraccional de fermentación.  
A continuación se describen los resultados obtenidos en la incubación de 24 
horas (ver tablas 20 y 21). Para facilitar su compresión, la descripción del efecto 
observado tras la inclusión de PEG (tabla 21) irá precedida por lo registrado sin 
este polímero (tabla 20).  
Sobre la producción de gas tras 24 horas de incubación (G24), se observó 
una disminución paulatina en ambas especies a medida que avanzaba la estación 
de pastoreo (P<0,05). La inclusión de PEG, mientras que en el ovino produjo un 
incremento similar en todos los meses, en el vacuno solo lo hizo de forma 
significativa desde mayo hasta agosto (P<0,01). 
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Tabla 19. Parámetros cinéticos de producción de gas: A (mL/g MO; producción acumulada de gas), c 
(/h; ritmo fraccional de fermentación) y lag (h; tiempo de retraso previo a que se inicie la incubación), 
ritmo medio de fermentación (AFR; mL gas/h), degradabilidad efectiva (DE; g/g) y desaparición de 
materia seca tras 120 horas de incubación (DMS120; g/g) de las hojas de roble incubadas con inóculo 
ruminal de vacuno y ovino.  
  A   c   lag 
  
Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ 
Mayo  BC144b C158a C151  C0,019 BC0,019 CD0,019  BC0,57 0,00 BC0,29 
Junio A170b A244a A207  D0,016 D0,015 E0,015  BC0,60 0,05 BC0,32 
Julio CD135b B180a C158  C0,019 C0,017 D0,018  A1,50a 0,17b A0,83 
Agosto B151b B187a B169  C0,020 B0,019 C0,020  B0,78 0,21 AB0,50 
Septiembre D128b C158a D143  A0,026 A0,023 A0,025  D0,05 0,02 C0,03 
Octubre E115b D142a E129  B0,024 B0,020 B0,022  CD0,15 0,00 C0,07 
µ 141b 178a   0,021 0,019   0,61 0,07  
eed 5,6     0,0033     0,650   
Nivel de significación (P) 
  
  
     
Especie 0,0075  0,5935  0,4647 
Mes <0,0001  <0,0001  0,0134 
Especie x Mes <0,0001   0,0360   0,0583 
 
AFR   DE   DMS120 
  
Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ 
Mayo  BC1,99 BC2,12 C2,06  A0,152 A0,176 A0,164  A0,487b A0,569a A0,528 
Junio CD1,91 A2,59 B2,25  C0,097b DE0,145a D0,121  D0,364b A0,556a B0,460 
Julio D1,77 B2,22 C1,99  C0,097b E0,137a D0,117  E0,335b CD0,474a D0,404 
Agosto B2,10 A2,59 B2,34  B0,114b CD0,152a C0,133  CD0,367b BC0,488a C0,427 
Septiembre A2,45 A2,67 A2,56  A0,147 B0,166 B0,156  C0,382b D0,467a C0,425 
Octubre BC2,00 C2,01 C2,00  A0,149 BC0,161 B0,155  B0,412b B0,505a B0,458 
µ 2,04 2,36   0,126 0,156   0,391b 0,510a  
eed 0,370     0,0137     0,0114   
Nivel de significación (P) 
         
Especie 0,4587  0,1463  0,0048 
Mes <0,0001  <0,0001  <0,0001 
Especie x Mes 0,0020   0,0015   <0,0001 
eed: error estándar de la diferencia para la interacción.  
a,b Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices (a la derecha) en la misma fila 
difieren significativamente entre especies (P<0,05) o muestran una tendencia a la significación 
(P<0,10). 
A,B,C,D,E Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices (a la izquierda) en la misma 
columna difieren significativamente entre meses (P<0,05) o muestran una tendencia a la significación 
(P<0,10). 
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Con respecto a la concentración de amoniaco, frente a las oscilaciones en el 
ovino, en el vacuno se observó la máxima concentración en mayo y, 
posteriormente, permaneció invariable hasta octubre. Tras la inclusión de PEG, el 
incremento proporcional de la concentración amoniacal en el vacuno fue similar en 
todos los meses, aunque los valores más altos se observaron en julio y agosto y el 
más bajo en octubre, mientras que en el ovino, frente al resto de meses o en 
comparación con el vacuno, fueron superiores en mayo y junio.  
Por su parte, en relación a la producción neta de AGV, únicamente el ácido 
butírico y la relación acético/propiónico manifestaron un efecto significativo 
atribuible a la especie de rumiante (P<0,05). Sin embargo, todos los AGV fluctuaron 
a lo largo de los meses de estudio y, exceptuando los minoritarios (“otros”), sobre el 
resto se halló un efecto significativo debido a la interacción “especie x mes”. 
Concretamente, las producciones netas de AGV totales, en ambas especies, en 
general disminuyeron a medida que avanzaba la estación de pastoreo y únicamente 
se observaron diferencias entre especies en el mes de julio (P<0,01). Tras la 
adición de PEG, el mayor incremento porcentual se produjo entre los meses de 
mayo y agosto tanto en el ovino como en el vacuno, sin hallarse diferencias 
significativas entre ambas especies (P>0,10).  
Posteriormente, el análisis individual de cada uno de los distintos AGV 
permitió evidenciar que su evolución fue bastante irregular. Así, mientras que las 
producciones netas de ácido acético se comportaron de forma similar a las de los 
AGV totales “con” y “sin” la adición de PEG, las de ácido propiónico evolucionaron 
de forma opuesta. Este fue incrementándose con el transcurso de los meses hasta 
septiembre y, además, el ovino mostró producciones netas significativamente 
superiores al vacuno desde junio hasta agosto (P<0,01). En ambas especies, el 
incremento medio de propionato observado tras la inclusión de PEG fue semejante 
a lo largo de todos los meses muestreados, exceptuando en octubre cuando se 
registraron los mínimos valores en ambas especies (P<0,05).  
A lo largo de toda la estación de pastoreo, la producción neta de ácido 
butírico fue significativamente superior en el vacuno frente a la del ovino y ambas 
especies exhibieron los mínimos valores en octubre (P<0,05). La inclusión de PEG, 
exceptuando en septiembre y octubre, produjo un incremento porcentual similar en 
el resto de los meses y entre especies.  
En relación a los AGV minoritarios (presentados como “otros” en la tabla 20 
y como “(d)otros” en la tabla 21), las producciones variaron considerablemente 
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entre especies y meses. Sin embargo, exceptuando el incremento proporcional 
medio registrado tras la adición de PEG, que resultó superior en las ovejas, el 
análisis estadístico fue incapaz de evidenciar diferencias significativas, debido, 
probablemente, a la elevada variabilidad hallada entre los inóculos dentro de cada 
especie.  
Con respecto a la relación acético/propiónico, a excepción de mayo, esta 
siempre fue superior en el vacuno y fue disminuyendo hasta octubre (P<0,01). 
Como la inclusión de PEG había provocado un mayor incremento porcentual del 
propionato frente al del acetato, la adición de este polímero produjo una 
disminución de la relación A/P, más acentuada en los primeros meses 
muestreados, observándose los incrementos proporcionales más bajos en el 
vacuno desde junio hasta octubre (P<0,10).  
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Tabla 20. Producción de gas (G24; mL/g MO), concentración de amoniaco (mg/L) y producción neta de ácidos grasos volátiles [mmol/L; ácidos grasos volátiles totales (AGVT), 
ácidos acético, propiónico, butírico y otros] y relación acético/propiónico (A/P), de las hojas de roble, recogidas a lo largo de la estación de pastoreo, e incubadas durante 24 
horas con fluido ruminal de vacuno y ovino.  
  
G(24)   Amoniaco   AGVT   Ac. acético 
  
Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ 
Mayo  A73,7 A78,5 A76,1  A110,8 A96,7 A103,7  A17,9 BC17,7 AB17,8  A13,5 B13,9 AB13,7 
Junio A75,4 A82,1 A78,8  B94,7 C80,8 D87,7  A17,6 A20,1 A18,8  A13,5 A15,5 A14,5 
Julio B65,5 BC69,6 C67,5  B94,1 B88,3 CD91,2  B14,9b AB18,6a BC16,7  B11,6b AB14,1a BC12,8 
Agosto B68,7 B73,9 B71,3  B91,0 AB92,3 BC91,7  AB16,2 B17,8 BC17,0  AB12,1 B13,1 CD12,6 
Septiembre B68,4 C69,2 BC68,8  B93,7 A93,6 BC93,7  A16,9 C15,8 C16,4  AB12,3 C11,2 D11,8 
Octubre C54,9 D49,6 D52,2  B96,0 A94,7 B95,4  C12,7 D11,9 D12,3  C9,5 D8,7 E9,1 
µ 67,8 70,5   93,7 91,1   16,0 17,0   12,1 12,8  
eed 18,95     7,98     1,44     1,15   
Nivel de significación (P) 
  
  
         
Especie 0,8988  0,5353  0,5200  0,5478 
Mes <0,0001  <0,0001  <0,0001  <0,0001 
Esp. X Mes 0,0252   0,0016   0,0097   0,0170 
 
Ac. propiónico  Ac. butírico   Otros  A/P 
  
Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ 
Mayo  BC2,9 B2,8 C2,8  BC1,07a A0,89b B0,98  0,33 0,10 A0,21  AB4,39b A4,92a A4,66 
Junio BC2,8b A3,8a AB3,3  AB1,19a AB0,76b B0,97  0,10 0,00 B0,05  A4,80a B4,09b A4,45 
Julio CD2,7b A3,8a B3,2  D0,91a BC0,65b C0,78  0,10 0,00 B0,05  BC4,34a BC3,74b B4,04 
Agosto AB3,1b A3,9a A3,5  CD1,01a AB0,78b B0,90  0,08 0,03 B0,06  D3,88a CD3,35b C3,62 
Septiembre A3,3 A3,7 A3,5  A1,28a A0,87b A1,07  0,20 0,04 B0,12  D3,73a D3,06b C3,39 
Octubre D2,4 B2,6 D2,5  E0,71a C0,53b D0,62  0,09 0,01 B0,05  CD3,94a CD3,38b C3,66 
µ 2,9 3,4   1,03a 0,74b   0,15 0,03   4,18a 3,76b  
eed 0,27     0,066     0,089     0,192   
Nivel de significación (P) 
             
Especie 0,1258  0,0123  0,2162  0,0145 
Mes <0,0001  <0,0001  0,0127  <0,0001 
Esp. X Mes 0,0032   0,0432   0,3510   0,0051 
eed: error estándar de la diferencia para la interacción.  
a,b Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices (a la derecha) en la misma fila difieren significativamente entre especies (P<0,05) o muestran una 
tendencia a la significación (P<0,10). 
A,B,C,D,E Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices (a la izquierda) en la misma columna difieren significativamente entre meses (P<0,05) o muestran 
una tendencia a la significación (P<0,10). 
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Tabla 21. Incremento proporcional (%) de la producción de gas (G24), la concentración de amoniaco y la producción neta de ácidos grasos volátiles [ácidos grasos volátiles 
totales (AGVT), ácidos acético, propiónico, butírico y otros] y relación acético/propiónico (A/P), de las hojas de roble, recogidas a lo largo de la estación de pastoreo, e 
incubadas durante 24 horas en presencia de PEG, con fluido ruminal de vacuno y ovino.  
 
(d)G(24)  (d)amoniaco  (d)AGVT  (d)Ac. acético 
  
Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ 
Mayo  A18,0 14,9 A16,4  AB7,0b A21,9a A14,4  52,6 56,1 BC54,4  C32,6 47,1 AC39,9 
Junio A16,2 8,7 A12,5  AB5,6b A21,5a A13,5  73,4 95,2 A84,3  BC35,7 35,8 BC35,7 
Julio A13,0 8,5 A10,7  A13,1 AB13,2 A13,2  59,2 66,5 AB62,9  A64,4 38,5 AB51,5 
Agosto A11,4 4,9 A8,2  A14,7 B7,5 A11,1  68,8 88,5 AB78,6  AB62,1 43,2 A52,7 
Septiembre B-9,2b 6,2a B-1,5  AB6,6 BC4,9 AB5,7  16,4 41,5 C28,9  C17,5b 49,1a C33,3 
Octubre C-21,5b 4,5a B-8,5  B1,4 C-3,4 B-1,0  -13,7 6,2 D-3,8  C10,3b 37,4a C23,8 
µ 4,6 7,9   8,1 10,9   42,8 59   37,1b 41,9a  
eed 5,41     5,84     17,92     12,80   
Nivel de significación (P) 
  
  
         
Especie 0,2918  0,4194  0,1287  0,0382 
Mes 0,0005  0,0189  0,0003  0,0653 
Esp. x Mes 0,0051   0,0538   0,9383   0,0446 
 
(d)Ac. ropiónico  (d)Ac. butírico   (d)otros  (d)A/P 
  
Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ   Vacuno Ovino µ 
Mayo  BC63,1 A73,7 A68,4  68,7 65,4 A67,1  39 1686 863  A-10,8 D-15,2 BC-13,0 
Junio AB87,2a AB50,4b A68,8  87,6 85,8 A86,7  2266 11709 6988  C-26,9b CD-10,4a C-18,7 
Julio A105,3a AB45,7b A75,5  94,1 67,6 A80,9  3549 16393 9971  BC-21,8b BC-4,7a BC-13,2 
Agosto AB88,2a AB48,1b A68,1  95,2 59,8 A77,5  <0,001 84246 42123  AB-14,7b AC-3,0a AB-8,9 
Septiembre CD34,7 AB42,8 B38,8  29,9 36,2 B33,1  1429 1411 1420  AB-12,3b A5,7a A-3,3 
Octubre D27,2 B32,7 B29,9  12,4 37 B24,7  718 16611 8665  AB-12,8b AB4,0a A-4,4 
µ 67,6a 48,9b   64,7 58,6   1333b 22009a   -16,6b -3,9a  
eed 15,46     15,91     30404     5,36   
Nivel de significación (P) 
             
Especie 0,0155  0,5451  0,0183  0,0020 
Mes 0,0081  0,0005  0,4357  0,0171 
Esp. x Mes 0,0328   0,1387   0,4090   0,0938 
eed: error estándar de la diferencia (para la interacción).  
a,b Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices (a la derecha) en la misma fila difieren significativamente entre especies (P<0,05) o muestran una 
tendencia a la significación (P<0,10). 
A,B,C,D Para cada parámetro analizado, valores con distintos superíndices (a la izquierda) en la misma columna difieren significativamente entre meses (P<0,05) o muestran una 
tendencia a la significación (P<0,10). 
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IV.5. DISCUSIÓN 
IV.5.1. Evolución de la composición química y contenido de taninos de 
las hojas de roble 
A lo largo del desarrollo fenológico de las plantas, su composición química 
sufre una serie de variaciones (e. g., una reducción del contenido de nitrógeno y un 
incremento de los constituyentes de la pared celular; Mauffette y Oechel, 1989) que 
condicionan su valor nutritivo y, por tanto, su aprovechamiento por parte del ganado 
(Church y Pond, 1982). Además, en las plantas que contienen compuestos 
secundarios como los taninos, la concentración de estos también puede variar y, al 
respecto, las hojas de roble no son una excepción (Makkar y Singh, 1991b). En 
nuestro ensayo, la composición de las hojas mostró un descenso de las 
concentraciones de proteína y taninos, y un incremento de los hidratos de carbono 
estructurales, cambios que se evidenciaron principalmente en las comparaciones 
entre los dos primeros meses y el último, mientras que desde junio hasta 
septiembre los contenidos se mantuvieron relativamente constantes en la mayoría 
de los componentes analizados (e. g., PB, FND, TT, AG o AE; ver tabla 18). En este 
sentido, otros trabajos ya habían observado con anterioridad una ausencia de 
variación similar a la nuestra tanto en otras especies leñosas (Larbi et al., 1998; 
Hervás et al., 2003c; Salem, 2005) como en las propias hojas de roble (Koukoura, 
1988).  
Antes de discutir más en profundidad la evolución de la composición química 
de las hojas de roble, conviene puntualizar que tanto las concentraciones como sus 
variaciones a lo largo del desarrollo fenológico pueden variar notablemente entre 
las distintas especies del género Quercus (Makkar et al., 1991; Ammar et al., 2005; 
Elahi y Rouzbehan, 2008) e, incluso, entre individuos de una misma especie 
(Ossipov et al., 1997) debido al efecto de numerosos factores externos (e. g., 
geofísicos o climáticos; Vanhaelen et al., 1991). De hecho, la comparación de 
nuestros resultados y aquellos descritos por Ammar et al. (2008) en hojas de 
Quercus pyrenaica en los meses de junio, septiembre y noviembre sería un claro 
ejemplo de esas posibles diferencias intraespecíficas.  
Una de las particularidades de los alimentos no convencionales consumidos 
por los rumiantes, como los arbustos o las hojas de los árboles, suele ser su alta 
concentración proteica (Tolera et al., 1997; Salem, 2005). En nuestro ensayo, el 
elevado contenido registrado inicialmente (i. e., en mayo; ≈16%) estaría en 
concordancia con el intenso crecimiento celular y, por ende, con la fuerte demanda 
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de nutrientes, particularmente de nitrógeno que tiene lugar en primavera (Ryan y 
Bormann, 1982). Posteriormente, la concentración de proteína en las hojas se 
mantuvo moderada-alta a lo largo de todo el periodo muestreado (8-12%), aunque 
la disponibilidad para el animal estaría condicionada por la presencia de taninos. En 
relación con los componentes de la pared celular, las variaciones estacionales 
mostraron un incremento desde la primavera hasta el otoño y, al igual que han 
observado otros autores (Ammar et al., 2008) y como suele ocurrir a medida que 
avanza el estado de madurez de la planta (Van Soest, 1994), se correlacionaron de 
forma negativa con el contenido de proteína (ver tabla 19). 
Antes de interpretar los resultados del contenido de taninos de las hojas de 
roble, sería conveniente realizar algunos matices con respecto a la metodología 
utilizada y sus implicaciones. Actualmente, ninguno de los métodos disponibles 
para la cuantificación de taninos es aceptado de forma universal, ni siquiera en el 
campo de los taninos condensados (TC), que está mucho más desarrollado que el 
de los hidrolizables (TH). Ello, unido a la necesidad de utilizar estándares que, en 
ocasiones, pueden conllevar errores en la estimación del contenido real de taninos 
(Álvarez del Pino et al., 2005), obliga a ser especialmente prudentes en las 
conclusiones. En nuestro ensayo, se utilizó la técnica basada en el uso del reactivo 
Folin-Ciocalteu para el análisis del contenido de fenoles totales y fenoles simples, 
cuya diferencia proporciona el contenido de taninos totales (expresados en 
equivalentes de ácido tánico, AT; Makkar et al., 1993). La cuantificación química 
mediante este método muestra una buena correlación con los efectos de los taninos 
sobre la fermentación ruminal (Getachew et al., 2000; Álvarez del Pino et al., 2005), 
que es un requisito deseable en las técnicas utilizadas para el análisis químico de 
estos compuestos secundarios cuando el objetivo final es la valoración nutritiva de 
las plantas (Mueller-Harvey, 2001). Para la determinación de los TH (i. e., 
galotaninos y elagitaninos como ácido gálico y ácido elágico, respectivamente), tras 
procesar las HR como recomiendan Makkar et al. (2003), estas se analizaron 
mediante HPLC por pares de iones, tal y como describen Moral et al. (2007). Por 
tanto, debido al uso de metodologías distintas para el análisis de los taninos totales 
e hidrolizables y a que los primeros están expresados en función de un estándar de 
referencia (i. e., ácido tánico), no es posible la comparación de las concentraciones 
obtenidas y, por ello, lógicamente la diferencia entre los TT y los TH tampoco 
representaría el contenido de TC (Makkar, 2000).   
Centrándonos ya en el contenido de fenoles y taninos totales, este 
disminuyó de forma drástica en junio y, posteriormente, se mantuvo constante hasta 
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el último mes muestreado, cuando se redujo otra vez de forma significativa aunque 
no tan acusada (ver figura 19). De modo similar, la evolución de los FT y los TT en 
hojas de Quercus robur registró las máximas concentraciones a finales de mayo y, 
tras una disminución drástica, los contenidos se mantuvieron relativamente 
constantes hasta septiembre (Salminen et al., 2004). La concentración de fenoles 
simples representó menos de un 16% de los FT y su contenido se mantuvo 
bastante constante a lo largo de la estación de pastoreo. Por tanto, las reducciones 
observadas en los FT en junio y octubre serían consecuencia de las ocurridas en el 
contenido de TT en ambos meses, lo que coincide con la elevada correlación 
hallada entre ambos componentes (ver tabla 19). Con respecto a los galotaninos y 
elagitaninos, ambos exhibieron la máxima concentración en mayo, de forma 
análoga a lo observado por otros autores (Peng et al., 1991; Riipi et al., 2002). 
Posteriormente, los dos tipos de TH se mantuvieron constantes desde junio a 
septiembre y, finalmente, frente a la caída numérica de los galotaninos en octubre, 
los elagitaninos se mantuvieron relativamente estables hasta el final de la estación 
de pastoreo, tal y como han observado otros autores (Hatano et al., 1986; Ossipov 
et al., 1997). De forma similar, Grundhöfer et al. (2001) observaron que las hojas de 
Quercus robur se caracterizaban por la presencia de galotaninos en primavera, los 
cuales en verano se oxidaban, de modo que los elagitaninos pasaban a ser más 
abundantes, aunque finalmente en otoño acababan degradándose. 
 
Figura 19. Contenido (g/kg MS) de fenoles totales (fenoles simples ■ + taninos totales ■) y de taninos 
hidrolizables (ácido elágico ■ y ácido gálico ■) de las hojas de roble recogidas a lo largo de la estación 
de pastoreo [mayo (M), junio (JN), julio (JL), agosto (A), septiembre (S) y octubre (O)] *. 
 
 
 
 
 
 
 
 
* Los fenoles simples y taninos totales están expresados en equivalentes de ácido tánico. 
 
Desde un punto de vista nutritivo, la interpretación de los resultados del 
análisis del contenido de taninos puede resultar complicada porque, aparte de las 
peculiaridades mencionadas sobre la metodología, la cuantificación química y su 
efecto biológico pueden no mostrar una buena correlación (Pell et al., 2000). En 
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este sentido, se ha señalado la conveniencia de utilizar métodos que cuantifiquen la 
actividad biológica de los taninos y, al respecto, parece especialmente apropiada la 
técnica in vitro de producción de gas en ausencia y presencia de PEG, un agente 
químico de gran afinidad por estos compuestos secundarios a los que se une e 
inactiva (Silanikove et al., 1996). De hecho, así lo indicaron Álvarez del Pino et al. 
(2005) tras analizar diversas especies arbustivas con distintos contenidos de 
taninos mediante el método biológico mencionado y dos métodos químicos (Folin-
Ciocalteu y butanol-HCl). La diferencia en la producción de gas con y sin PEG (es 
decir, el incremento proporcional, tal y como aparece en los Resultados) 
representaría el efecto de los taninos sobre la fermentación ruminal, el cual suele 
resultar más evidente a tiempos cortos de incubación (FAO/IAEA, 1999), razón por 
la que comúnmente se utiliza el parámetro G24 (i. e., producción de gas tras 24 
horas incubación).     
En nuestro ensayo, el incremento proporcional de la producción de gas tras 
24 horas de incubación no varió significativamente desde mayo hasta agosto (ver 
figura 20), a pesar de la drástica reducción de los TT en junio. Esta ausencia de 
variación entre mayo y los siguientes tres meses (junio, julio y agosto) podría 
reflejar el hecho de que la actividad de los taninos, además de por su 
concentración, está condicionada también por sus propiedades bioquímicas (e. g., 
grado de polimerización, estructura y flexibilidad conformacional o solubilidad; Aerts 
et al., 1999b; Barahona et al., 2003; Poncet-Legrand et al., 2006). Otro motivo de la 
ausencia de diferencias podría ser la distribución de los taninos en hidrolizables y 
condensados. Al respecto, se sabe que la proporción entre ambos tipos no se 
mantiene constante a lo largo del ciclo biológico de las HR y, en este sentido, 
diversos trabajos han recogido un mismo patrón de variación, observándose una 
concentración de TH máxima en las fases más tempranas del ciclo de la planta y 
una mayor abundancia de los TC en verano (Rossiter et al., 1988; Makkar y Singh, 
1991a; Tikkanen y Julkunen-Tiitto, 2003). Por ejemplo, Salminen et al. (2004) en 
hojas de Quercus robur observaron que los TH eran mayoritarios en las hojas 
jóvenes, reduciéndose su concentración desde mayo hasta septiembre y, por el 
contrario, la concentración de TC, indetectables en las hojas jóvenes, comenzaba a 
incrementarse a principios de junio.  
Con respecto a lo valores más bajos de G24 en las incubaciones con PEG vs. 
aquellas sin PEG, en septiembre y octubre, en el vacuno (ver figura 20), es difícil 
encontrar una explicación sencilla. Quizás se podría especular que el efecto 
negativo del PEG sobre la degradación de los taninos hidrolizables (Nelson et al., 
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1995; Frutos et al., 2004b) tuviera una mayor repercusión en estos meses que el 
efecto positivo sobre la degradación de otros componentes. Sin embargo, el hecho 
de que esto no se observara en ningún momento en el ovino, hace que la teoría no 
sea muy plausible, a no ser que esta se base en que la microbiota del vacuno 
posee una mayor capacidad para degradar taninos que la del ovino, lo cual no 
parece muy acertado (Goel et al., 2005).  
Por otra parte, es interesante destacar que la inactivación de los taninos 
gracias a la adición de PEG pudo no ser completa. En este sentido, aunque el PEG 
es un compuesto inerte que no afecta al proceso de fermentación ruminal (Jones y 
Palmer, 2000) y, precisamente por ello, es ampliamente utilizado en los estudios 
sobre utilización digestiva de los alimentos que contienen taninos, su capacidad 
para inhibir el efecto de estos polifenoles puede no ser ni tan completa ni tan 
universal como inicialmente se había creído (Silanikove et al., 1996), ya que parece 
depender de numerosos factores tales como el tipo de taninos, la especie rumiante, 
etc. (Frutos et al., 2004b).  
 
Figura 20. Producción de gas (G24; mL/g MO) en las hojas de roble, recogidas a lo largo de la estación 
de pastoreo [mayo (M), junio (JN), julio (JL), agosto (A), septiembre (S) y octubre (O)], e incubadas 
durante 24 horas con fluido ruminal de vacuno (sin PEG ■ y con PEG ■) y ovino (sin PEG ■ y con PEG 
■). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
IV.5.2. Fermentación ruminal in vitro de las hojas de roble 
Se sabe que a medida que avanza el estado de madurez de las plantas, las 
modificaciones de su composición química afectan a su utilización digestiva 
(Aufrére et al., 2000; Dohme et al., 2007) y, aunque el análisis químico aporta una 
información fundamental, es recomendable llevar a cabo ensayos biológicos, como 
por ejemplo cultivos discontinuos de microorganismos ruminales y la técnica in vitro 
de producción de gas, para estudiar su degradación ruminal en los animales.  
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En nuestro ensayo, en el mes de mayo, coincidiendo con la máxima 
concentración de taninos, se observaron los valores más altos tanto en la 
degradabilidad efectiva de las HR como en la concentración de amoniaco. Aunque 
a priori puedan parecer resultados contradictorios, probablemente un elevado 
contenido de otros componentes de las hojas de roble como la PB (ver tabla 18) o 
los hidratos de carbono fácilmente fermentables, que también son máximos en las 
hojas más jóvenes (Koukoura, 1988), contrarrestasen en cierta medida el efecto 
inhibitorio de los taninos. Por otra parte, los indicadores del ritmo de fermentación (i. 
e., AFR y c) presentaron valores de los más bajos registrados durante la estación 
de pastoreo, junto con los de julio y octubre en el caso del AFR y los de julio y 
agosto en el caso del c, lo cual no permitiría respaldar con claridad el conocido 
hecho de que el ritmo es uno de los parámetros más afectados por los taninos 
(Makkar et al., 1995a; Hervás et al., 2003c; Frutos et al., 2004b). En este sentido, 
Ammar et al. (2008), tras estudiar en ovino la fermentación ruminal in vitro de hojas 
de Quercus pyrenaica con unas concentraciones de taninos muy inferiores a las de 
este ensayo (i. e., con rangos de 51-93 en su caso vs. 77-234 en el nuestro, todos 
ellos expresados en g de equivalentes de ácido tánico/kg MS), registraron valores 
de c aproximadamente dos veces más altos, a pesar de que sus HR tenían un 
contenido de FND más elevado (462-573 vs. 262-407 g/kg MS) y esta fracción 
también se relaciona negativamente con el ritmo de fermentación (Larbi et al., 
1998).  
Desde junio a septiembre, a pesar de las escasas modificaciones en la 
composición química de las HR, se observaron incrementos generales del ritmo de 
fermentación (c y AFR) y la degradabilidad efectiva de las hojas, de la 
concentración de amoniaco y de la producción neta de determinados AGV (e. g., 
ácido propiónico y ácido butírico). Estas variaciones podrían estar relacionadas, al 
menos en parte, con cambios en la estructura de la pared celular (Cheng et al., 
1984). Con respecto a los taninos, tal y como se señaló previamente, determinadas 
propiedades, además de su contenido, también condicionan su actividad (Aerts et 
al., 1999b; Barahona et al., 2003) de modo que parte de la variación podría deberse 
al incremento de la relación TC/TH (Feeny y Bostock, 1968; Salminen et al., 2004). 
En relación al efecto particular de los TC, Makkar y Singh (1991b), en hojas de 
Quercus incana, registraron una menor capacidad de precipitación de las proteínas 
y un mayor grado de polimerización de los TC en las hojas maduras que en las 
jóvenes y, en este sentido, ambas modificaciones conllevan una menor actividad 
biológica de los taninos (Schofield et al., 2001; Elahi y Rouzbehan, 2008). 
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En octubre, a pesar de la caída del contenido de TT y coincidiendo con la 
reducción de la PB y MO, y el incremento de la FAD, se redujeron los ritmos medio 
y fraccional de fermentación y la producción neta de los AGV (AGVT y ácidos 
acético, butírico y propiónico). Sin embargo, los incrementos proporcionales de los 
tres AGV mayoritarios sugerirían que el efecto de los taninos fue comparable al de 
septiembre, lo que permitiría especular que en octubre tampoco existió una buena 
relación entre el contenido de taninos y su actividad, y que su efecto podría estar 
determinado nuevamente por el resto de características de los taninos a los que se 
hizo alusión anteriormente (propiedades bioquímicas y relación TC/TH). Por otra 
parte, es probable que las modificaciones del resto de componentes de las HR 
tuvieran más peso que los taninos en esta respuesta. 
Con relación al tiempo de retraso previo al inicio de la fermentación (lag), 
aunque se observaron algunas variaciones entre meses, la elevada variabilidad 
entre inóculos dentro de cada grupo experimental (ver tabla 20) dificulta la 
interpretación de los resultados y no permite definir ningún patrón general. 
En este sentido, también resulta destacable la diferente e irregular evolución 
de la producción acumulada de gas (A) y la DMS120 a lo largo de la estación de 
pastoreo, lo que nuevamente impediría una interpretación sencilla de la capacidad 
de los taninos para modificar el proceso de fermentación ruminal. Con respecto a 
estos dos parámetros (A y DMS120) diversos trabajos han descrito que los taninos 
pueden provocar un cambio en la distribución de los nutrientes disponibles, 
destinando por ejemplo una mayor proporción a la síntesis de proteína microbiana, 
en detrimento de la producción de AGV (Getachew et al., 2000; Baba et al., 2002). 
Makkar et al. (1995a) sugirieron que si la actividad microbiana se veía afectada 
negativamente por estos polifenoles, probablemente los hidratos de carbono se 
utilizarían mayoritariamente para la formación de nueva masa microbiana, dando 
lugar a una menor producción de gas. Esto coincide con lo observado por otros 
autores (Baba et al., 2002; Frutos et al., 2002) en relación con un efecto más 
marcado de los taninos en la producción de gas que en la desaparición de materia 
seca y podría hacerlo también con lo ocurrido en el mes de mayo, cuando, a pesar 
del alto contenido de taninos y la baja producción de gas, el valor de DMS120 fue 
máximo. Sin embargo, en el conjunto de todos los meses, el denominado “factor de 
partición” (es decir, la relación entre la A y la DMS120) no mostró ninguna 
correspondencia con el contenido de taninos, lo que, una vez más, podría deberse 
a cambios en la actividad biológica de estos compuestos secundarios o a 
interacciones con otros componentes químicos.  
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IV.5.3. Comparación de la fermentación ruminal in vitro en el vacuno y 
el ovino.  
La ecología microbiana del rumen y por tanto la fermentación de los 
alimentos pueden diferir entre las distintas especies de rumiantes (Playne, 1978; 
Kronberg y Walker, 1993), lo cual parece estar determinado esencialmente por la 
dieta consumida (Grant et al., 1974; Gordon et al., 2002). De acuerdo con la 
clasificación de Hofmann (1989), que distribuye a los rumiantes en tres grandes 
grupos basándose en la capacidad de su retículo-rumen y en su eficiencia para 
procesar alimentos fibrosos, tanto el ovino como el vacuno serían “pastoreadores” y 
se caracterizarían por consumir herbáceas. Sin embargo, se ha observado que el 
ovino posee una mayor capacidad frente al vacuno para seleccionar e incorporar 
especies leñosas a su dieta (Celaya et al., 2007; Fraser et al., 2009), las cuales 
presentan un mayor contenido de compuestos secundarios (Swain, 1979; Aerts et 
al., 1999a). Este hecho, repetido a lo largo de su expansión evolutiva, podría 
contribuir a explicar la distinta capacidad de ambas especies para mitigar el efecto 
adverso de los taninos, así como la mayor susceptibilidad del vacuno (Frutos et al., 
2004b).  
En este experimento, con el fin de poder atribuir las diferencias entre el ovino 
y el vacuno a una actividad microbiana ruminal potencialmente distinta, se intentó 
minimizar el efecto de otras posibles fuentes de variación. Para lo cual, en primer 
lugar, durante el periodo previo a la recogida de inóculos, todos los animales 
recibieron el mismo alimento (heno de hierba). Además, la estimación de la 
degradabilidad efectiva (DE) se realizó asumiendo un mismo ritmo de paso (kp) 
para el ovino y el vacuno (i. e., 0,042), alternativa que había sido previamente 
utilizada por otros autores (Frutos et al., 2004b; Bueno et al., 2005; Mora et al., 
2006). De hecho, Bartocci et al. (1997), tras comparar el ritmo de paso en ovino y 
vacuno utilizando dietas con distinta relación forraje/concentrado, no hallaron 
diferencias significativas entre ambas especies, tal y como habían observado 
previamente Colucci et al. (1990). Debido a la ausencia de datos previos 
disponibles, el ritmo de paso se decidió tomando como referencias aquellos para 
alimentos con una composición química similar a nuestros dos sustratos. Por 
último, otro factor de variación en la fermentación ruminal in vitro puede ser el 
conjunto de partículas en suspensión de los fluidos ruminales utilizados como 
inóculos. En este sentido, podría ser interesante mencionar que Odenyo et al. 
(1999) no pudieron establecer conclusiones en su estudio in vitro sobre la mayor 
capacidad del caprino frente al ovino y el vacuno para degradar diversos forrajes 
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leguminosos con un alto contenido de taninos, debido a la ausencia de blancos en 
sus ensayos que pudieran corregir el posible efecto de este distinto contenido de 
MS en el inóculo. En nuestro estudio, obviamente, tal efecto se hallaba ya corregido 
desde el inicio, porque el uso de blancos forma parte del protocolo rutinario de la 
técnica de producción de gas que se utilizó (Mauricio et al., 1999).    
La prueba de fermentación ruminal in vitro mostró diferencias debidas a la 
procedencia del inóculo (ovino o vacuno) y la mayoría sugirieron una mejor 
utilización por parte de las ovejas (e. g., DE, A, DMS120; ver figura 21). Como ya se 
ha mencionado, hasta la recogida de los inóculos, todos los animales consumieron 
un heno de hierba, por lo que no pudo tener lugar una adaptación a la presencia de 
taninos en la dieta. Esto indicaría que, probablemente, la microbiota ruminal del 
ovino se caracterice por exhibir per se una mayor resistencia a los taninos que la 
del vacuno, contrarrestando en mayor medida su efecto inhibitorio. Estudios previos 
ya pusieron de manifiesto una diferente susceptibilidad a los compuestos 
secundarios inherente a la especie rumiante, es decir, independiente de la dieta. 
Así, por ejemplo, Wachenheim et al. (1992) señalaron la presencia de bacterias 
capaces de metabolizar alcaloides pirrolizidínicos en la microbiota ruminal del 
vacuno, el ovino y el caprino, aunque, únicamente en los dos últimos observaron 
una población suficiente para degradarlos de forma adecuada. Concretamente, con 
relación a los taninos, Frutos et al. (2004b), tras comparar el efecto del ácido tánico 
(TH) y de un extracto comercial de TC de quebracho sobre la fermentación ruminal 
in vitro en 4 especies de rumiantes (ovino, caprino, cérvidos y bovino), registraron 
una mayor susceptibilidad en el vacuno. Posteriormente, Camacho et al. (2010), 
mediante la técnica de las bolsas de nailon, observaron que la degradación in situ 
de hojas de roble (Quercus laeta) en el caprino, adaptado o no a la presencia de 
taninos en la dieta, era superior que en el vacuno.  
En los parámetros que caracterizaron el ritmo de fermentación de las HR 
(AFR y c) no se hallaron diferencias significativas entre el ovino y el vacuno. Sin 
embargo, para poder interpretar adecuadamente los resultados obtenidos en estos 
indicadores, es necesario tener en cuenta que la variabilidad entre inóculos dentro 
de cada grupo experimental resultó muy elevada y eso pudo anular las diferencias 
significativas entre ambas especies. Así, a pesar de que no se alcanzó el nivel de 
significación exigido, las ovejas mostraron valores de AFR numéricamente 
superiores, consistente con lo observado anteriormente (Frutos et al., 2004b). De 
forma análoga al ritmo medio de fermentación y como se mencionó previamente, la 
variabilidad en el tiempo de retraso previo al inicio de la fermentación (lag) también 
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resultó muy elevada, lo que no permitió encontrar diferencias significativas que 
apoyaran los valores más bajos de lag que mostraron las ovejas.  
 
Figura 21. Evolución de los parámetros cinéticos de la fermentación ruminal: producción acumulada de 
gas (A; mL/g MO), ritmo fraccional de fermentación (c; /h), tiempo de retraso previo a que se inicie la 
fermentación (lag; h), ritmo medio de fermentación (AFR; mL gas/h), degradabilidad efectiva (DE; g/g) 
y desaparición de materia seca (DMS120; g/g) de las hojas de roble, recogidas a lo largo de la estación 
de pastoreo [mayo (M), junio (JN), julio (JL), agosto (A), septiembre (S) y octubre (O)], e incubadas 
durante 120 horas con fluido ruminal de vacuno ♦ y ovino ▲. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Las concentraciones de amoniaco, aunque resultaron similares entre el 
ovino y el vacuno a lo largo de la estación de pastoreo, tras la inclusión de PEG, se 
incrementaron en mayor medida en las ovejas en mayo y junio, es decir, cuando la 
concentración de taninos fue máxima (mayo) o cuando, aún siendo similar a la de 
otros meses (junio vs. julio, agosto o septiembre), sus propiedades bioquímicas 
pudiesen haber determinado una elevada actividad sobre los microorganismos. 
Estos resultados indicarían que la reducción de la concentración amoniacal por los 
taninos fue más acusada en el ovino y, en este sentido, dicho efecto podría estar 
señalando una mayor sensibilidad de sus bacterias proteolíticas o, por el contrario, 
una mayor capacidad de la microbiota para incrementar la síntesis de proteína 
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microbiana en presencia de taninos, tal y como se ha observado previamente 
(Makkar et al., 1995a; Baba et al.,  2002). 
Aunque las producciones netas de AGV y sus evoluciones a lo largo de la 
estación de pastoreo no fueron siempre similares en el ovino y el vacuno, las 
diferencias no se inclinaron favorablemente hacia ninguna de las dos especies. Así, 
por ejemplo, las ovejas mostraron mayores producciones de ácido acético en julio 
mientras que en los erales las producciones de ácido butírico fueron superiores en 
todos los meses. Estos resultados serían consistentes con la gran variabilidad 
señalada en la bibliografía en relación con el efecto de los taninos sobre los AGV, 
encontrándose tanto reducciones (Frutos et al., 2004b; Tiemann et al., 2008), como 
incrementos (Makkar et al., 1995a) o una ausencia de variación (Hervás et al., 
2004; Osoro et al., 2007). 
Con respecto a los AGV minoritarios (“otros”), aunque en las incubaciones 
de las hojas recogidas a lo largo de la estación de pastoreo con inóculos de ovino y 
vacuno se observaron producciones similares, el efecto negativo de los taninos fue 
superior en el ovino, tal y como reflejaron los mayores incrementos proporcionales 
observados en esta especie. A priori, puesto que algunos de estos AGV se originan 
a partir de la desaminación de ciertos aminoácidos, estos resultados podrían 
apuntar hacia una mayor inhibición de la proteólisis ruminal en las ovejas. Sin 
embargo, es importante tener en cuenta, por una parte, que los incrementos 
proporcionales tras la adición de PEG son altísimos debido a los bajos valores 
iniciales de estos AGV y, por otra, que las diferencias podrían no corresponder 
exactamente a ningún efecto biológico.  
Aunque se ha señalado que la microbiota ruminal de aquellos animales que 
consumen dietas similares tiende a la uniformidad (Huntington et al., 1998), los 
resultados de nuestro ensayo reflejarían una distinta composición microbiana en el 
rumen y, por ende, un diferente patrón de fermentación entre el ovino y el vacuno 
que, concretamente, determinó una mejor utilización ruminal de las HR por parte de 
las ovejas. En este sentido, aunque algunas comparaciones previas de la 
fermentación ruminal de alimentos convencionales entre las dos especies no han 
mostrado diferencias entre ambas (Nandra et al., 2000), comúnmente, los 
resultados obtenidos indican una mejor utilización por parte del ovino (Colucci et al., 
1990; Calabró et al., 2005), si bien, probablemente, uno de los principales factores 
determinantes sea el alimento consumido (Grant et al., 1974; Aerts et al., 1984; 
O’Mara et al., 1999).      
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Como implicación final, por lo tanto, cabría señalar que la mejor utilización 
ruminal de las HR por parte del ovino podría permitir plantearse la introducción de 
esta especie como una alternativa al ganado vacuno en el aprovechamiento de 
determinadas áreas de nuestra geografía con una importante presencia de 
especies ricas en taninos (e. g., robledales). No obstante, este sería únicamente un 
primer paso y se precisarían muchos otros estudios antes de poder realizar esta 
recomendación a nivel práctico.  
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Primera 
En los erales, el consumo de hojas jóvenes de roble, las cuales presentan un 
elevado contenido de taninos hidrolizables, mostró un efecto muy variable sobre la 
fermentación ruminal. Este efecto dependió no solo de la cantidad de hojas sino 
también del estado nutricional de los animales inmediatamente antes de 
consumirlas.  
Segunda 
En los erales, el consumo durante 14 días de hasta 5 kg diarios, en MF, de 
hojas jóvenes de roble mejoró el ritmo y la extensión de la fermentación in vitro de 
dichas hojas, lo que implicaría una posible adaptación de la microbiota del rumen a 
los taninos que estas contienen. Por el contrario, los resultados sugieren que la 
administración de 10 kg diarios durante 3 días excedió la capacidad de los 
microorganismos para resistir la acción de estos compuestos secundarios. Cuando 
se incubó heno de hierba como modelo de un alimento convencional, la 
fermentación ruminal in vitro se vio afectada negativamente incluso en las 
incubaciones con inóculos procedentes de los erales que habían recibido la dosis 
más baja de hojas de roble (2,5 kg diarios).  
Tercera 
El consumo durante 14 días de hasta 5 kg diarios, en MF, de hojas jóvenes 
de roble, tras una ligera subalimentación, no resultó tóxico para los erales. Sin 
embargo, la misma cantidad, administrada durante solo 6 días pero precedida de 
una restricción severa de alimento, sí lo fue. Es importante destacar que, al igual 
que sucede en condiciones prácticas de explotación, hubo una enorme variabilidad 
en la respuesta y uno de los erales no mostró ningún signo de intoxicación. 
En conjunto, estos resultados sugieren que la cantidad de hojas consumida, 
a pesar de ser un factor importante, podría tener menos influencia en la 
instauración y el desarrollo de la enfermedad que la subalimentación sufrida 
previamente.  
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Cuarta 
La evolución de la composición química de las hojas de roble, a lo largo de 
la estación de pastoreo, siguió un patrón de variación característico del avance del 
estado de madurez de las plantas; es decir, una reducción de la PB y la MO y un 
incremento de los constituyentes de la pared celular. Con respecto a los taninos, 
sería destacable no solo su elevadísimo contenido medio en mayo (234 g de 
taninos totales/kg MS; expresados en equivalentes de ácido tánico), sino también la 
acusada caída ocurrida en junio (de aproximadamente un 48% en taninos totales y 
galotaninos y un 26% en elagitaninos) y de nuevo, aunque en menor medida, en 
octubre. Sin embargo, estas modificaciones no se reflejaron en la actividad 
biológica de los taninos, ya que el incremento proporcional de la producción de gas 
a 24 horas en presencia de polietilenglicol, resultó similar entre mayo y agosto y las 
variaciones en la fermentación ruminal tampoco pudieron relacionarse claramente 
con la presencia de estos polifenoles. 
Quinta 
Algunos parámetros indicativos de la fermentación ruminal, como la 
producción acumulada de gas o la degradabilidad efectiva, apuntaron hacia una 
mejor utilización de las hojas de roble por el ganado ovino en comparación con el 
vacuno. Debido a la gran variabilidad observada entre los inóculos ruminales dentro 
de cada especie, otros parámetros (p. ej., el ritmo medio de fermentación o el lag) 
solo mostraron diferencias numéricas (i. e., de forma no significativa) a favor de las 
ovejas.  
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